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ABSTRAKT 
Tato práce je zaměřena na ověřování toxicity p-nitrotoluenu a sloučenin vznikajících jeho 
aerobní transformací, a to oxidací methylové skupiny a redukcí nitroskupiny. Některé z těchto 
produktů nebyly komerčně dostupné a musely být nejdříve vyrobeny. 
Toxicita látek byla stanovována testy toxicity. Byl proveden test inhibice růstu kořene Sinapis 
alba, jehož výsledkem byla inhibiční koncentrace IC50; test inhibice růstu okřehku menšího 
Lemna minor, ve kterém byla také zjišťována hodnota inhibiční koncentrace IC50; a test 
akutní toxicity na žábronožce slaniskové Artemia salina, kde byla pozorována úmrtnost a 
nehybnost organismů a výsledkem testu byla efektivní hodnota koncentrace EC50. 





This work is focused on verification of p-nitrotoluenu toxicity and compounds resulting from 
the aerobic transformation, and methyl group oxidation and reduction of nitro. Some of these 
products are not commercially available and had to be made soon. 
Toxicity of the substances was determined by toxicity tests. Were tested root growth 
inhibition Sinapis alba, which resulted in an inhibitory concentration IC50; test inhibition 
duckweed Lemna minor , which was also the determination of IC50 inhibitory concentration, 
and acute toxicity test Artemia salina, which was observed in mortality and immobility 
organisms and the test result was an efficient concentration EC50 value. 
Results of tests are compared in the conclusion of the work and is made evaluation of the 
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 1. ÚVOD 
Většina nitroaromatických sloučenin v životním prostředí pochází z antropogenních zdrojů. 
Mají široké využití. Používají se k výrobě pesticidů, výbušnin, léků, barviv a některých 
polymerů. Díky vysoké produkci ve výrobě jsou nitroaromatické sloučeniny hojně přítomny 
v průmyslových odpadních tocích, spodních a povrchových vodách a v půdě. TNT, jeho 
metabolity a příbuzné sloučeniny, představují v životním prostředí riziko, protože vykazují 
značnou toxicitu u lidí, ryb, řas a mikroorganismů. Jelikož pálení, jako jediná osvědčená 
technologie zničení těchto látek, je nepříliš vhodné z hlediska nákladů a vlivů na životní 
prostředí, využívá se biodegradace. Při biodegradaci jsou nitroaromatické látky přeměňovány 
na uhlík, dusík, a energii. Tento proces je nazýván mineralizace a umožňuje zpětné zařazení 
anorganických látek do koloběhu prvků v přírodě. Během degradace polutantů ale ne vždy 
dochází k úplnému rozkladu, ale mohou být přeměněny na jiné organické látky o neznámém 
chemickém složení. Tyto metabolity jsou vysoce toxické, akumulují se v prostředí a negativně 
působí na zdraví člověka, zvířat a rostlin. Pro hodnocení stupně znečištění životního prostředí 
hraje důležitou roli chemická a fyzikální analýza, která dokáže s vysokou přesností stanovit 
ve vzorcích s vysokou přesností stanovit velmi malá množství kontaminantů. Těmato 
metodami však nelze předpovědět toxický vliv těchto látek na různé formy života. U směsí 
toxikantů výsledný účinek nebývá vždy prostým součtem toxických vlivů jednotlivých složek, 
proto nelze předem určit, zda budou toxikanty ve směsi vykazovat synergický nebo 
antagonistický efekt. Některé kontaminanty dokonce nebyly dosud spolehlivě identifikovány. 
Proto se stále ve větší míře využívají biologické metody stanovení toxicity. 1,2
Biotesty slouží k hodnocení nepříznivého vlivu škodlivin na biotickou složku životního 
prostředí. Jsou vhodné pro hodnocení nově vyvinutých a do praxe uváděných chemických 




 2. CÍL PRÁCE 
Cílem práce bylo ověření ekotoxicity p-nitrotoluenu a produktů jeho biodegradace pomocí 
biologických testů, kde budou stanoveny hodnoty IC50, popř. EC50. Testovanými látkami bude 
p-nitrotoluen, p-nitrobenzylalkohol, p-nitrobenzaldehyd, p-nitrobenzoová kyselina, 
p-nitrosobenzoová kyselina, p-hydroxylaminobenzoová kyselina a protokatechová kyselina. 
Budou provedeny alternativní testy toxicity, klasické testy toxicity a fytotesty. Výsledky testů 
budou na závěr zhodnoceny. 
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 3. TEORIE 
3.1. Nitroaromatické sloučeniny 
3.1.1. Úvod 
Nitroaromatické sloučeniny jsou běžnými polutanty životního prostředí. Jsou charakteristické 
svým aromatickým kruhem s jednou nebo více navázanými nitroskupinami. Tyto látky se 
využívají k přípravě insekticidů, herbicidů, fungicidů, barviv, výbušnin, polymerů a léčiv, 
přičemž kontaminují půdu, spodní a povrchové vody . Malé množství těchto látek vzniká také 
následkem fotochemických reakcí v atmosféře (Kotoučková a kol., 2001). Navíc mnoho 
přírodních látek s biologickou aktivitou se vyznačuje přítomností nitroskupin.  
Nitroaromáty působí svým toxickým a mutagenním účinkem na živé organismy buď přímo, 
nebo prostřednictvím jejich katabolických metabolitů (Roldán a kol., 1998). V prostředí však 
existují mikroorganismy, které jsou schopné transformovat nebo degradovat tyto polutanty. 
Jsou to organismy, které využívají nitroaromáty jako zdroj uhlíku, dusíku a energie (Sikkema 
a Bont, 1994). 
p-Nitrotluen je mineralizován bakteriemi rudu Pseudomonas. p-Nitrotoluen je těmito 
bakteriemi degradován počáteční oxidací methylové skupiny za tvorby p-nitrobenzylalkoholu, 
který je přes p-nitrobenzaldehyd přeměněn na p-nitrobenzoovou kyselinu. Ta je dále 
redukována přes p-nitrosobenzoovou kyselinu na p-hydroxylaminobenzoovou kyselinu, která 


















Obr.1.: Katabolická dráha metabolismu p-Nitrotoluenu bakteriemi Pseudomonas 4
3.1.2. Chemické a fyzikální vlastnosti 
Reaktivita nitroaromatických sloučenin je dána vlastnostmi nitroskupiny navázané na 
aromatický kruh. Vyšší elektronegativita atomu kyslíku zapříčiňuje polarizaci vazby dusík-
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kyslík a udává pozitivní parciální náboj dusíku, který vystupuje jako elektrofil.  V kombinaci 
s vysokým elektronegativním nábojem činí nitroskupinu snadno redukovatelnou.   
Redukce nitroaromatických sloučenin je ovlivněna chemickými vlastnostmi celé molekuly a 
závisí především na vlastnostech přítomných substituentů. Snadnost redukce se zvyšuje 
s rostoucí elektronegativitou substituentů v pozici para- k nitroskupině v pořadí: 
NH2<OH<H<CH3<COOH<NO2. Reaktivita také závisí na počtu nitroskupin navázaných na 
aromatickém kruhu. U polynitroaromátů dochází k redukci, u sloučenin s jednou 
nitroskupinou převažují oxidativní reakce. Dalším faktorem je povaha ostatních substituentů a 
redoxní potenciál prostředí.  
Ve většině případů dochází k redukci nitroskupiny, která vede ke vzniku hydroxylamino- 
nebo amino-derivátů. 
V případě p-nitrotoluenu se nejdříve oxiduje methylová skupina, poté následuje redukce 
nitroskupiny.  
Nižší nitrosloučeniny jsou bezbarvé nebo nažloutlé kapaliny, málo rozpustné ve vodě. Mají 
mírný nebo intenzivní zápach, který bývá charakteristický pro tyto látky. Některé deriváty 
nitroaromatikcých uhlovodíků jsou krystalické, jiné destilují. 2 
p-Nitrotoluen 




rozpustnost: rozpustný v alkoholu, etheru a chloroformu 
molekulová hmotnost: 137,13 
vlastnosti: světle žluté krystaly5,6 
 
p-Nitrobenzylalkohol     
NO2
OHsystematický název: 4-nitrobenzyl alkohol     
molekulární vzorec: C7H7NO3
rozpustnost: rozpustný ve vodě 
molekulová hmotnost: 153,13 








O Hsystematický název: 4-nitrobenzaldehyd     
molekulární vzorec: C7H5NO3
rozpusnost: rozpustný v acetonu, benzenu, etanolu a kyselině octové 
molekulová hmotnost: 151,12 
vlastnosti: žlutý až hnědý krystalický prášek 5,8
 
p-Nitrobenzoová kyselina 




rozpustnost: rozpustná v acetonu, vroucí vodě, chloroformu, CS2,ethyl etheru a 
etanolu 
molekulová hmotnost: 167,12 




O OHsystematický název: 4-nitrosobenzoová kyselina    
molekulární vzorec: C7H5NO3
rozpustnost: rozpustná v dimethylsulfoxidu 
molekulová hmotnost: 151,12 






Hsystematický název: 4-hydroxyaminobenzoová kyselina    
molekulární vzorec: C7H7NO3 
rozpustnost: rozpustná v ethanolu 
molekulová hmotnost: 153,14 
vlastnosti: bledě žluté krystaly 11
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 Protokatechová kyselina 




systematický název: 3,4-dihydroxybenzoová kyselina 
molekulární vzorec: C7H6O4
rozpustnost: slabě rozpustný ve vodě, rozpustný v horkém alkoholu, a etheru  
molekulová hmotnost: 154,12 
vlastnosti: bílý až světle žlutý krystalický prášek 12 
 
3.1.3. Syntéza látek 
p-Nitrotoluen 
p-Nitrotoluen vzniká mononitrací toluenu směsí kyseliny dusičné a sírové. Při této reakci 
vznikají všechny tři isomery nitrotoluenu, nejvíce však převládá ortho isomer, následuje para 
isomer a meta isomeru se vyrobí minimální množství. Poměr množství jednotlivých izomerů 










p-Nitrobenzylalkohol se vyrábí Cannizzarovou reakcí. p-Nitrobenzaldehyd, jakožto aldehyd, 
který neobsahuje α-vodík vzhledem ke karbonylové skupině, při reakci s vodnou bází  (30% 
KOH) reaguje disproporcionálně. Polovina počátečního množství aldehydu je oxidována na 
sůl odpovídající karboxylové kyseliny. Další polovina je redukována na příslušný primární 











p-Nitrobenzaldehyd se získává oxidací p-nitrotoluenu s  CrO3 v přítomnosti anhydridu 
kyseliny octové. Boční řetězec aromatických uhlovodíků se oxiduje vždy na α-uhlíku. Když 
se oxidace uskuteční v prostředí kyseliny octové a jejího anhydridu, zachytí se přechodně 
vytvořený diol ve formě diacetátu. Z diacetátu se oxosloučenina uvolní hydrolýzou 






















p-Nitrobenzoová kyselina se připravuje oxidací p-nitrotoluenu se zředěnou (20%) kyselinou 
dusičnou při teplotě 200°C. Benzenové kruhy jsou za běžných podmínek stále a odolávají i 
působení silných oxidačních činidel, jako je právě Na2Cr2O7. Přítomnost aromatického kruhu 
má však zásadní vliv na chování k němu vázané alkylové skupině. Ta se snadno tímto 














p-Nitrobenzoová kyselina byla připravena oxidací 4-aminobenzoové kyseliny kyselinou 
peroxo sírovou, známou jako Caroova kyselina, kterou získáme reakcí peroxodisíranu 











p-Hydroxylaminobenzoová kyselina byla vyrobena z p-nitrobenzoové kyseliny redukcí 
zinkem. Redukcí nitrolátky postupně vzniká nitrosoderivát, substituovaný hydroxylamin a 
konečným produktem je anilín. První produkt redukce, nitrosoderivát, se obvykle nedá 
zachytit. Pokud se však provede redukce zinkem v neutrálním prostředí (vodný roztok 































 3.1.4. Toxicita 
Jak již bylo řečeno, nitroaromatické sloučeniny mají svými toxickými a mutagenními 
vlastnosti značný vliv na životní prostředí a živé organismy. Vykazují značnou toxicitu vůči 
mikroorganismům. Bakterie Pseudomonas, které degradují p-nitrotoluen, však patří k těm 
druhů bakterií, které jsou tolerantní k vysoké koncentraci těchto látek. Jejich tolerance je 
podmíněna zvýšením pevnosti buněčné membrány v souvislosti s růstem hladiny trans 
izomerů mastných kyselin, kardiolipinu a komponentů hlavní skupiny fosfolipidů a také 
odstraněním toxické látky pomocí odtokových pump . 2
U některých produktů, které jsou v této práci studovány, je znám jejich vliv na člověka. 
p-Nitrotoluen 
p-Nitrotoluen se do těla dostává inhalací, příjmem potravy a absorpcí skrz kůži. Po vniku do 
těla hlavně poškozuje krev, kůži, gastrointestinální ústrojí, kardiovaskulární systém a centrální 
nervovou soustavu. Má stimulující efekt na oči, dýchací ústrojí a kůži. Otrava se projevuje 
bolestí břicha, nevolností, závratí, dýchacími potížemi, navíc může vážně poškodit játra a 
způsobit hemolýzu. Prudká otrava touto látkou může být smrtelná. 22
p-Nitrobenzylalkohol 
Cílovými orgány pro tuto látku jsou dýchací systém, oči a kůže. Oči a kůži dráždí. Po 
absorpci do kůže působí škodlivě. Po požití potravou může dráždit zažívací trakt, stejně tak 
po inhalaci zapříčiňuje dráždění dýchacího traktu. 23
p-Nitrobenzaldehyd 
p-Nitrobenzaldehyd vniká do těla očním kontaktem, inhalací a příjmem potravy. 24
p-Nitrobenzoová kyselina 
p-Nitrobenzoová kyselina se dostává do těla stejně jako p-nitrobenzaldehyd očním kontaktem, 
inhalací a příjmem potravy. Dráždí kůži a je nebezpečný při inhalaci a příjmu potravou. 
Způsobuje embryotoxicitu. 25
Protokatechová kyselina 




Toxikologie je samostatný vědní obor, který studuje toxické účinky cizorodých chemických 
látek nebo jejich směsí na živé organismy a objasňuje mechanismus jejich účinku. Využívá 
výsledků ostatních věd např. biologie, fyziologie a patofyziologie, farmakologie, genetiky, 




Termín ekotoxikologie vzešel roku 1969 od člena francouzské akademie věd Dr. Rene 
Truhauta, který definoval tuto disciplínu jako studium nepříznivých účinků chemikálií s cílem 
chránit přírodní druhy a společenstva. 28
Ekotoxikologie se zabývá studiem toxického působení látek lidského nebo přírodního původu 
na živé organismy, jejich populace a společenstva. Je oborem na rozhraní biologie a chemie. 
Kromě sledování účinků látek je předmětem zájmu ekotoxikologie i monitoring polutantů 
v životním prostředí. 
Cílem ekotoxikologie je vyvíjet metody, které umožňují sledovat nepříznivý vliv látek na živé 
organismy za standardních, reprodukovatelných podmínek. Tyto metody musí umožnit 
srovnání účinků různých látek nebo různých organismů mezi sebou a především srovnání 
odpovídajících výsledků z různých laboratoří. 29 
3.4. Biotest 
Biotesty (biologické testy toxicity, bioassays, laboratorní zkoušky toxicty) se používají pro 
hodnocení ekotoxikologických vlastností látek.  Jde o proces, při kterém je testovací systém 
exponován v přesně definovaných podmínkách různými koncentracemi zkoumané chemické 
látky nebo směsného či přírodního vzorku. Jsou vhodné pro hodnocení nově vyvinutých a do 
praxe zaváděných chemických látek, odpadů na skládky, havárií průniku odpadních vod do 
povrchových či podzemních zdrojů. Význam těchto testů spočívá v postižení souhrnu účinků 
všech přítomných látek v testovaném roztoku na testovaný materiál, kterým může být buňka, 
tkáň, organismus nebo kultura. Testy toxicity slouží  k rychlému hodnocení nepříznivého 
vlivu škodlivin na biotickou složku životního prostředí. Podávají informace o biologické 
aktivitě a schopnosti toxických látek procházet biomembránami, jsou založené na 
fyziologických pochodech, biochemických změnách, fotosyntéze a dýchání. Informují sice o 
tom, zda je testovaný materiál toxický pro příslušný organismus za stanovených známých 
podmínek, ale nedokážou stanovit, co pozorovanou toxicitu způsobuje. 3,30,31 
Testy toxicity se provádějí na třech úrovních: 
1. na úrovni buněk a tkání, které se používají pro teoretické objasnění poznatků 
získaných při pokusech na organismech. Jejich výhodou je dobrá reprodukovatelnost, 
ale nevýhodou je značná odlišnost výsledků „in-vitro“ a „in-vivo“;  
2.  na úrovni jedinců či organismů . U těchto testů se projevují potíže spojené 
s reprodukovatelností; 
3.  na úrovni společenstev (biocenóz),  kde se sleduje toxický účinek v přírodě nebo na 
modelu. Nevýhodou je skutečnost, že toxický účinek se nemusí projevit vždy stejně, 






3.4.1. Princip ekotoxikologického testu  
 
 
Obr. 3.1.: Schéma postupu při testu toxicity 
Předběžný test 
V předběžném testu je vzorek o neznámé toxicitě podroben první zkoušce s testovacími 
organismy. Účelem testu je zjistit, zda látka vykazuje či nevykazuje toxické účinky. Provádí 
se ve dvou paralelních nasazení se dvěma kontrolami. Nedojde-li  k úhynu žádného 
organismu, je předběžný test hodnocen jako negativní a přistupuje se k ověřovacímu testu. 
 
Ověřovací test 
V ověřovacím testu se ověřuje negativní výsledek předběžného testu, a to v šesti paralelních 
nasazeních. Nedojde-li v testovaných roztocích k úhynu o 10 % převyšující úhyn v kontrole, 
je výsledek hodnocen jako negativní a další testování se neprovádí. Je-li výsledek pozitivní a 
úhyn v testovaném vzorku převýší o více než 10 % úhyn v kontrole, ale nepřekročí 50%, další 
testy se neprovádějí a zjištěné skutečnosti se zaznamenají do protokolu. V případě, že 
mortalita je vyšší než 50 %, přistupuje se k orientačnímu testu. 
Orientační test 
V orientačním  testu se určuje rozmezí, ve kterém lze očekávat hodnotu EC50 testované látky. 
Používá se zpravidla 10 koncentrací vodného výluhu, volených v širokém rozpětí. Do testu se 
nasazuje menší počet organismů, obvykle postačuje testovat jednu koncentrační řadu a do 
každé testované koncentrace nasadit 4 organismy. Cílem testu je určit nejvyšší koncentraci 
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látky, při které ještě nedochází k úhynu či imobilizaci organismů – orientační koncentrace „0“ 
(OC0) a nejnižší koncentraci, která již působí letálně – orientační koncentrace „100“ (OC100). 
 
Základní test 
Základní test slouží k vlastnímu určení hodnoty EC50. Testuje se zpravidla 7 různých 
koncentrací vodného výluhu v rozmezí stanoveném v orientačním testu. Ředění se provádí 
tak, aby kolem předpokládané hodnoty EC50 došlo k úhynu nebo imobilizaci 5 – 95 % 
organismů ve třech či více ředěních. Jako nejvyšší a nejnižší koncentrace ředící řady se volí 
limitní koncentrace zjištěné v orientačním testu. Pro každou koncentraci se nasazují 2 – 3 
paralelní nasazení. Odečítá se počet uhynulých nebo imobilizovaných organismů. Ze 
zjištěných údajů se počítá hodnota EC50. Na začátku a na konci testu se zaznamenává teplota, 
koncentrace rozpuštěného kyslíku a pH v každé testované koncentraci. 29 
3.4.2. Rozdělení ekotoxikologických testů 
Biotesty se klasifikují podle několika hledisek. Nejvýznamnější je rozdělení dle doby 
expozice na: 
‐ Akutní testy toxicity 
‐ Subchronické (subakutní) testy toxicity 
‐ Chronické testy toxicity 
Testy akutní toxicity jsou krátkodobé testy navržené pro měření účinků toxických látek na 
vodních druzích. Doba trvání akutních testů toxicity se pohybuje v rozmezí 24 – 96 hodin. 
Nejčastěji se stanovuje úmrtnost organismů měřená jako LD50 (letální dávka, při které uhyne 
50% testovacích organismů), LC50 (letální koncentrace, která vyvolá úhyn 50% testovacích 
organismů), EC50 (efektivní koncentrace, která vyvolá 50% úhyn nebo imobilizaci testovacích 
organismů) nebo jako IC50 (inhibiční koncentrace, která způsobí 50% snížení růstu nebo 
růstové rychlosti ve srovnání s kontrolním vzorkem).  
U testů subchronické toxicity jsou organismy vystaveny působení látky opakovaně, většinou 
jednou denně po dobu 28 – 90 dnů. Dávka testované látky je ale nižší než v akutních testech, 
obvykle jde o 1/10 předem zjištěných hodnot LD50 nebo 1/10 LC50. Tyto testy slouží k určení 
biologického účinku dané látky, k zjištění kumulativního účinku a možných patogenních 
změn organismů. Cílem testů je stanovení hodnot NOEC (No Observed Effect Concentration -  
nejvyšší koncentrace, při které nebyl pozorován žádný vliv testované látky) a LOEC(Lowest 
Observed Effect Concentration - nejnižší koncentrace, při které byl zaznamenán vliv 
testované látky). Subchronické testy nemusí odhalit následky dlouhodobého působení, proto 
jsou užitečné i pro navržení chronického testu. 
Testy chronické toxicity se využívají k dlouhodobému testování účinků látek na organismy, 
trvají minimálně 90 dní. K plánování testů chronické toxicity se využívají výsledky testů 
subakutní toxicity. Mají velký význam pro zjištění mutagenních, karcinogenních a 
teratogenních vlastností látek. Tyto změny jsou ověřovány patologickým a histologickým 
vyšetřením jak uhynulých organismů, tak i organismů, které testování přežily. Výsledky testů 
slouží k určení hodnot NOAEL a LOAEL. 33,34,35,36 
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Dále se testy mohou dělit podle pokročilosti designu testovacího systému na testy: 
‐ 1. generace – klasické (standardní, konvenční) biotity 
‐ 2. generace – mikrobiotesty (alternativní test toxicity) 
‐ 3. Generace – biosenzory, biosondy a biomárkry 30 
 
3.4.3. Standardní testy toxicity 
První generaci testů představují klasické, standardní a konvenční metodiky, které jsou 
založeny na akutních testech toxicity na v laboratoři chovaných organismech a udržovaných 
kulturách.  Mají široké využití. Používají se pro hodnocení chemických látek a přípravků, 
pesticidů a biocidních přípravků a účinných látek; ke stanovení ekotoxicky odpadů; pro 
hodnocení léčiv určených do vodního prostřed; k biologickému testování přítokových a 
odpadních vod; jako biologické zkoušky toxicity při haváriích; a k testování látek 
s potenciálním dopadem na vodní ekosystémy. Mají však řadu nevýhod.  Kvůli omezenému 
počtu jedinců používaných v testech jsou staticky málo spolehlivé, jejich vyhodnocení je 
značně subjektivní, a testovací organismy je nutno množit a udržovat v definovaném 
fyziologickém stavu. Tyto testy jsou standardizovány podle postupů ČSN EN ISO, TNV 
(Technické normy odpadového hospodářství), OECD (Organization for Economic Co-
operation and Development), ASTM (American Society for Testing and Materials), US EPA 
(United States Environmental Protection Agency), EEC (European Economic Community), 
AFNOR  (Association Francoise de Normalisation). 31,37 
Podle české legislativy se provádějí testy ekotoxicky: 
‐ Dle ČSN EN ISO 6341 Jakost vod - Zkouška inhibice pohyblivosti Daphnia 
Magna Straus (Cladocera, Crustacea) – Zkouška akutní toxicity. 
‐ Dle ČSN EN ISO 7346-2 Jakost vod. Stanovení akutní letální toxicity pro 
sladkovodní ryby (Brachydanio rerio Hamilton – Buchanan (Teleostei, 
Cyprinidae) – část 2: Obnovovací metoda. 
‐ Dle ČSN EN 28692 Jakost vod. Zkouška inhibice růstu sladkovodních řas 
Desmodesmus Subspicatus a Pseudokirchneriella subcapitata (ISO 8692; 1989). 
‐ Zkouška inhibice růstu kořene hořčice bílé Sinapis alba. Metodický pokyn 
Ministerstva životního prostředí ZP11/2007 ke stanovení ekotoxicky odpadů. 36 
‐ Mezi standardní testy toxicity se řadí test akutní toxicity na perloočkách Daphnia 
magna, test akutní toxicity na rybách Poecilia reticulata, test semichornické 
fytotoxicity na klíčivost semen hořčice bílé Sinapis alba a test semichronické 
toxicity na chlorokokální řase Scenedesmus quadricauda nebo Scenedesmus 
subspicetus .29,38  
3.4.3.1. Test akutní toxicity na perloočkách Daphnia magna 
Hrotnatka Daphnia magna je součástí sladkovodního zooplanktonu. Jde o drobného korýše 
z řádu perlooček, podtřídy lupenonožců, dosahující velikosti 1 – 5 mm. Vyskytují se ve 
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sladkých vodách i v mořích a často se vyskytují ve velkých množstvích. Živí se planktonem a 
organickým detritem.  
Dafnie jsou velmi citlivé organismy. Používají se k určení toxicity průmyslových odpadních 
vod a vodních vzorků a jsou citlivé k mnoha environmentálním kontaminantům. V testu se 
sleduje imobilizace perlooček v různých koncentracích testované látky po 24 nebo 48 
hodinách expozice. Za imobilizované se počítají jedinci, kteří nejsou schopni se rozplavat ani 
po 15s mírném zamíchání. Expozice organismů probíhá při fotoperiodě 16 hodin světla a 8 
hodin tmy za stále teploty 20 ± 2 °C , bez aerace a bez krmení organismů. Během testu se 
měří pH, teplota, a množství koncentrace rozpuštěného kyslíku. Pro test se používají 
perloočky staré maximálně 24 hodin, nejméně třetí generace, o velikosti 0,4 – 1 mm. 
Perloočky se chovají v litrových kádinkách, jsou pravidelně krmeny řasou Scenedesmus, 
nádrž je osvětlována v pravidelných cyklech 16 hodin světlo a 8 hodin tma při optimální 
teplotě chovu 20 - 25°C.3,30,35 
3.4.3.2. Test akutní toxicity na rybách 
Test slouží ke stanovení vlivu látek a odpadních vod na chování a přežívání ryb. Testy se 
mohou provádět na osmi druzích ryb, mezi které patří živorodka duhová (Pocilia reticulata) , 
danio pruhovaný (Brachydanio rerio), pstruh duhový nebo kapr obecný. 
Danio pruhovaný se do testu nasazuje ve věku 2,5 až 3,5 měsíců s délkou těla 25 až 35 mm, 
živorodka duhová pak ve věku 3 až 3,5 měsíce s délkou těla 15 až 25 mm. Jedinci jsou do 
testu vybíráni náhodně, ale je zachováván poměr pohlaví 1:1. 
Test probíhá při teplotě 22 ± 2 °C, při osvětlení 12 až 16 hod 2000 lux, bez krmení a aerace. 
Před vlastním testováním musí být vybraní jedinci 7 dní aklimatizováni v ředící vodě při 
zachování  stejné teploty  jako při vlastním testování. Po skončení testu jsou jedinci, kteří 
přežili ve zkoumané látce, usmrceni. V průběhu testu se sleduje pH, teplota, koncentrace 
rozpuštěného kyslíku, změny chování (aktivita, neklid, trhavé pohyby apod.) a mortalita po 
24, 48, 72 a 96 hodinách. Výsledkem testu je určení hodnoty letální koncentrace 96hIC50. Po  
ukončení testu jsou organismy usmrceny oxidem uhličitým dle zákona ČNR 246/1992 Sb. Na 
ochranu zvířat proti týrání.39,40,41,42 
  
Obr. 3.2.: Pocilia reticulata43  Obr. 3.3.: Brachydanio rerio44
3.4.3.3. Test semichronické toxicity na klíčivost semen hořčice bílé 
Test byl vyvinut k testování účinku odpadních vod na závlahy. Smyslem testu je testování 
vlivu toxické látky na klíčení semen a růst kořene hořčice bílé Sinapis alba.  
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Hořčice bílá je jednoletá, časně jarní olejnina z čeledi brukvovitých, pochází 
z jihovýchodního Středomoří. Semeno rostliny je na brukvovité rostliny poměrně velké,  žluté 
nebo bělavě žluté, kulovitého tvaru, dosahující průměru 1,5 – 4 mm. Po vyklíčení vyrůstá 
jednoduchý kořen s hypokotylem, který je později kulovitý a bohatě rozvětvený. 
Test probíhá po dobu 72 hodin, při teplotě 20 ± 2°C, bez osvětlení. Semena se kultivují na 
podložkách nasycených roztoky zkoumané látky ve srovnání se semeny, které rostou na 
podložce nasycené ředící vodou. Po 72 hodinách se stanoví počet vyklíčených semen 
v jednotlivých koncentracích i v kontrole a změří se přesná délka kořene každé rostliny. Pro 
každou koncentraci a kontrolu se vypočítá průměrná délka kořene a určí se koncentrace 
látky,která způsobuje 50% inhibici růstu kořene ve srovnání s kontrolou (72hIC50).  Jestliže 
testovaná látka působí na růst kořene stimulačně, výpočet IC se neprovádí. Jestliže testovaná 
látka působí stimulačně pouze v nízkých koncentracích a vyšší koncentrace působí inhibičně, 
vyhodnocuje se IC50 za použití koncentrací, u kterých byla prokázána inhibic růstu. 
Test se vyhodnocuje výpočtem aritmetického průměru délky kořene z obou paralelních 
měření pro každou koncentraci. Na základě průměrných délek kořenů v jednotlivých 






LLI  (1) , kde 
Ii je inhibice růstu kořene (%) v dané koncentraci, jeli I<0, jedná se o stimulaci růstu 
cL je průměrná délka kořene v kontrole (mm) 
vL je průměrná délka kořene v testované koncentraci (mm) 
45,46 
3.4.3.4. Test na sladkovodních řasách 
Test spočívá ve stanovení toxického účinku testovaných látek na inhibici růstu a 
rozmnožování řasy v jednotlivých koncentracích testované látky ve srovnání s kontrolou 
v čistém živném roztoku. Testovacím organismem je zelená, jednobuněčná  řasa Raphidocelis 
subcapitata, Scenedesmus subspicatus nebo Scenedesmus quadricauda. Původně byl test 
vyvinut pro stanovení průmyslových odpadních vod, vodního recipientu a čistých sloučenin, 
ale je také vhodný pro testování vyplavených sedimentů. 
Před začátkem testu se řasy několik generací kultivují  ve standardním živném roztoku 
v zazátkovaných zkumavkách uložených v termoluminostatu s osvětlením 6000 lx a při 
teplotě 25 ± 2 °C. 
Vzorek je po sterilizaci a naočkování zkušebním organismem potřebnou dobu kultivován. 
Jednodruhové řasové kmeny se po nejméně tři generace kultivují v definovaném médiu, které 
obsahuje koncentrační řadu zkoušené látky a inokula, a pravidelně se měří hustota buněk. 
Inhibice se měří jako snížení růstu nebo růstové rychlosti v poměru ke kontrolní kultuře za 
stejných podmínek. Narostlá biomasa je nepřímo úměrná účinku toxických látek a přímo 
úměrná trofickému potenciálu.  
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Kultivační baňky se vzorky s inokulem uzavřou a umístí do termoluminostatu s osvětlením 
6 000 až 10 000 luxů a teplotou 27 ± 2 °C. Test probíhá 72 nebo 96 hodin, během nichž se 
vzorek minimálně třikrát denně promíchává. Od počátku až do konce testu se jednou denně 
hodnotí růst řasových buněk jako optická hustota .  Poté se stanovuje inhibiční koncentrace 
72hIC50. V případě že testovaná látka působí stimulačně, stanovení 72hIC50 se neprovádí. 47,48,41 
  
Obr. 3.4.: Scenedesmus subspicatus49 Obr. 3.5.: Scenedesmus quadricauda50
3.4.3.5. Test akutní toxicity na žábronožkách Artemia salina 
Mimo klasických testů toxicity se využívají i další organismy, jejichž výsledky jsou 
srovnatelné s klasickými testy. Mezi tyto organismy patří i žábronožka slaninová Artemia 
salina. Žábronožky patří do podtřídy lupenonožců, Phyllopoda. Jejich tělo je protáhlé, složené 
z četných článků. Žábronožka slaninová dorůstá 12 – 18 mm a žije až 4 měsíce. Žijí ve 
stojatých vodách, často hlavně v dočasných tůňkách vytvořených táním sněhu. Žábronožka 
slaninová je kosmopolitní druh, je velmi hojná v přímořských a vnitrozemských tůních, 
slaných jezerech a solných dolech s mírně až velmi slanou vodou. K nám jsou žábronožky 
dováženy ve formě vajíček v konzervách z USA, kde jsou sbírána ve Velkém solném jezeře 
v Utahu, jsou omyta sladkou vodou, usušena a vakuově plněna do konzerv. Běžně se 
používají jako krmivo pro akvarijní ryby. Dalším možným použitelným druhem pro testy 
toxicity je Artemia franciscana.  
V testu se používají čerstvě vylíhlí jedinci (tzv. nauplia), která se nechávají líhnout přibližně 
18 hodin v provzdušňované laboratorní mořské vodě o salinitě 1,2 – 3,0 % NaCl při teplotě 
27 – 29 °C. Během testu se žábronožky nekrmí. Test trvá nejčastěji 24 hodin, doporučuje se 
však testovat delší dobu.  V průběhu testu se zaznamenává úmrtnost organismů, která je 
potřebná k vyhodnocení procentuelní mortality organismů. Hodnocení se provádí pro každou 






M Mmmct  
Kde Mmct je mortalita jedinců v čase t (%) 
MMm je počet uhynulých jedinců (ks) 
N0 je počet živých jedinců vložených do každé koncentrace (ks) 51 
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 Obr. 3.6.: Artemia salina52
3.4.4. Fytotesty 
Testy fytotoxicity se využívaly již na počátku 20. století, ale velmi sporadicky. Současné 
testovací metody byly vytvořeny teprve v roce 1970. Tyto metody se používají ke stanovení 
toxických účinků komerčně vyráběných chemických látek (především pesticidů), 
nebezpečných odpadů (zvláště průmyslových a městských odpadních vod), kontaminovaných 
sedimentů a výluhů. Výhodou těchto testů je jejich jednoduchost, variabilita, materiálová a 
ekonomická nenáročnost. 
Fytotesty mají na rozdíl od testů s živočichy několik výhod. Například semena rostlin jsou 
získávána ve velkém množství a lze je uchovat po dobu jednoho roku i déle, takže náklady 
pro verifikaci testu jsou minimální. Vzorky vod s nízkou hodnotou rozpuštěného kyslíku 
(odpadní nebo podzemní vody) nevyžadují při testech provzdušnění. Vzorky vod s vysokým 
stupněm kalnosti (turbidity) není nutné filtrovat. Testy klíčivosti a elongace kořene 
nevyžadují v kontrolním roztoku přítomnost živin, které by mohly být absorbovány 
rostlinným materiálem a interagovat s ním. Mezi nevýhody fytotestů patří nutnost dlouhodobé 
expozice toxickou látkou. Dále také fakt, že účinky testované látky mohou být stimulující 
nebo inhibující v závislosti na koncentraci a v neposlední řadě ovlivnění růstu rostlin a 
toxicity látek půdními faktory. 53
Tab. 3.1.: Používané testy fytotoxicity: 
Test Měřená odezva 
Elongace kořene Délka kořene 
Enzymatický test Aktivita enzymů 
Fyziologické testy Rychlost fotosyntézy, rychlost respirace 
Klíčivost semen Procento vyklíčených semen 
Produkce biomasy Sušina 
Růst klíčních rostlin Výška rostlin, velikost listové plochy 
Životní cyklus Výška rostliny, sušina, počet květů, plodů a semen 
3.4.4.1. Test inhibice růstu okřehku menšího Lemna minor 
Jde o semichronický test, který se používá k testování toxicity roztoků a suspenzí vůči 
okřehku menšímu  Lemna minor L. Testuje se inhibice růstu podle růstové křivky. 
Okřehek je nejpouživatelnější cévnatá rostlina v toxikologických testech. Lemna minor L. 
patří do oddělení rostlin krytosemenných kvetoucích, třídy jednoděložných, čeledě 
Lemnaceae. Slouží jako vhodná potrava pro ryby nebo vodní ptactvo. Okřehek prorůstá 
hladinu stojatých vod a je nejznámějším zástupcem pleustonického společenstva. Vytváří 
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kompaktní porosty, které nepropouštějí světlo, a jejich asimilační kyslík uniká do vzduchu, a 
tím dochází ke zhoršení jakosti vod pod rostlinami. Okřehek menší je drobná vodní rostlina 
s plochými stélkami a jemnými kořínky. Zdravé kolonie tvoří 2 až 5 stélek.  
Rostliny okřehku se nechávají růst po dobu 7 dní při teplotě 24 ± 2 °C a osvětlení 6 000 lx 
v různých koncentracích testované látky rozpuštěné ve Steinbergově živném roztoku. 
Současně se nasazují testovací organismy do kontrolního živného roztoku bez testované látky. 
Každých 24 hodin se kontroluje a zaznamenává stav rostlin a počet lístků. V testu se sledují 
účinky látky na vegetativní růst okřehku posouzením počtu listů, rychlosti růstu a 
zhodnocením hmotnosti biomasy. Porovnáním růstu v testovaných roztocích a kontrole se 
stanovuje pomocí koncentrace IC50. Kromě toho lze zjišťovat i hodnoty LOEC a NOEC. 
Někdy může testovaná látka vykazovat stimulaci růstu, v takovém případě se hodnota IC50 
nestanovuje. Pokud testovaná látka působí stimulačně pouze v nízkých koncentracích a vyšší 
koncentrace působí inhibičně, vyhodnocuje se IC za použití koncentrací, kde byla prokázána 
inhibice.  
Test se vyhodnocuj stanovením inhibice růstu porovnáním růstových rychlostí (µ) 




NN 0lnln −=μ  (3) 
Kde 
N0 je počet lístků na počátku testu (10) 
Nn je počet lístků na konci testu 
tn je doba trvání testu 
 
Ze získaných hodnot se vypočítá procentuelní inhibice (popř. stimulace) růstu Ii pro každou 








μI  je inhibice pro danou koncentraci, je-li < 0, jedná se o stimulaci růstu μI
cμ  je růstová rychlost v kontrole 
iμ  je růstová rychlost v testované koncentraci54,55,56 
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 Obr. 3.7.: Lemna minor57
3.4.4.2. Test inhibice růstu kořene Allium cepa L. 
Tato metoda je citlivým nástrojem pro měření celkové toxicity způsobené chemickou látkou, 
která je vyjádřena růstovou inhibicí kořenů cibulek. Výsledky tohoto testu lze zařadit 
k výsledkům baterie testů na prokaryotech a/nebo jiných eukaryotech. 
Tato metoda se využívá pro hodnocení toxicity vzorků přírodních vod (např. jezera, řeky, 
studně); pitné vody;  odpadních vod z domácností a průmyslu, včetně kalů a výluhů; a 
chemických látek rozpustných ve vodě a v organických rozpouštědlech. 
Princip testu je založen na inhibici růstu kořene při expozici toxickými látkami, při 
nevhodném pH nebo nerozpustnými látkami, které můžou zabránit přístupu živin. Pro přesné 
stanovení účinku určité chemikálie, nebo neznámé směsi je proto nutné zabezpečit aby úplné 
rozpuštění složek  a aby se pH pohybovalo v rozmezí 4 až 10. 
Test se provádí za pokojové teploty kolem 20 °C a organismy by měly být chráněny před 
přímým slunečním světlem. Trvá 48 až 72 hodin, přičemž po třech dnech lze pozorovat jasný 
rozdíl mezi  kontrolou a vzorky obsahujícími toxickou látku. 
Test se vyhodnocuje měřením délky každého kořenového uzle (do jedné koncentrace se 
obvykle nasazuje 10 cibulek)a z jejich aritmetického průměru se zjistí EC50. 58
3.4.5. Alternativní testy toxicity 
Druhou generaci testů toxicity, která se v současnosti stále více používá, přestavují 
alternativní biotesty, známé pod názvem mikrobiotesty.   Na rozdíl od standardních testů 
nejsou validovány organizacemi, ale jsou jejich výhodnou alternativou, z důvodu jejich 
miniaturizace (minimální množství objemů potřebných pro testování a minimální požadavky 
na laboratorní prostory a vybavení) , zkrácené doby inkubace, levnosti testů a využití nových 
vědeckých poznatků.  Tyto testy využívají klidová stádia testovaných organismů. V případě 
testů na bezobratlých se používají cysty (vířníci) a ephipia (dafnie), v testech na rybách se 
aplikují tkáňové kultury a jikry, v testech na bakteriích se používají jejich lyofilizované 
kultury, v řasových testech imobilizované a hluboce zamražené řasové kultury. Původní test 
na klíčících rostlinách je nahrazován testem na kalusu, což je tkáňová kultura 
nediferenciovaných buněk. 
Nejrozšířenějšími alternativními testy jsou toxkity. Provádějí se v akvatickém prostředí. 
Používají se pro hodnocení odpadních vod, sedimentů, a odpadních vod uvolněných do sladké 
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vody, která ústí do moří). U každého tolitu se udává doména, která určuje pro jakou vodu je 
test určen, např. „F“ pro sladkou vodu a „M“ pro slanou vodu.  30,31,59, 60 
Jako testovací nádoby se v mikrobiotestech používají zkumavky, kyvety nebo mikrotitrační 
destičky. Doba vlastního akutního testu je 24 hodin až několik minut a konečným výstupem 
testu může být např. počet mrtvých nebo nepohyblivých organismů, změna absorbance, 
fluorescence nebo luminiscence. Mezi tyto testy patří: 
‐ Daphtoxkit FTM magna, Daphtoxkit FTM pulex: 24 - 48 h test akutní toxicity pro 
Daphnia magna a Daphnia pulex ( odpovídá OECD a ISO normám) 
‐ Ceriodaphtoxkit FTM: 24 h test akutní toxicity pro korýše Ceriodaphtoxkit dubia 
(odpovídá US EPA normě) 
‐ Thamnotoxkit FTM: 24 h test akutní toxicity pro korýše Thamnocephalus platyurus 
( u nás normován TNO) 
‐ Ostracodtoxkit FTM: 6 denní chronický test toxicity (mortalita/inhibice růstu) 
s korýšem Heterocypris incongruens. Je prvním kontaktním biotitem pro 
kontaminované sedimenty nebo půdy. 
‐ Rotoxkit FTM: 24 h test akutní toxicity pro vířníka Brachionus calyxiflorus ( 
odpovídá standardní normě ASTME 1440-91) 
‐ Rotoxkit FTM short-chronic: 48 h krátký – chronický (reprodukční) test s vířníkem 
Brachionus calyciflorus ( odpovídá francouzské normě AFNOR) 
‐ Protoxkit FTM: 24 h chronický (inhibice růstu) test toxicity pro prvoka 
Tetrahymena thermophila (odpovídá metodice vyvíjené v OECD) 
‐ Rapidtoxkit (tm): Hodinový test toxicity s larvami korýše Thamnocephalus 
platyurus pro rychlou detekci kontaminace vody 37 
Alternativní testy se používají v souborech (bateriích). Jejich sdružené jednotlivé složky 
zvyšují výpovědní hodnotu celé metodiky. Do baterie jsou individuální testy vybírány tak, 
aby byla schopna detekovat co nejvíce skupin toxikantů s vysokou spolehlivostí a zároveň co 
nejlépe odpovídala druhovému zastoupení na sledovaném ekosystému. 32 
3.4.5.1. Algatoxkit F 
Testovaným organismem v algatoxkitu je  mikrořasa, Selenastrum capricornutum, je 
sledována její inhibice růstu a výsledkem testu je hodnota 72hIC50. Před nasazením do testu 
jsou řasy imobilizovány ve speciálním prostředí, kde jsou schopny přežít i několik měsíců. 
Před použitím do testu se protřepají a odstřeďují deset minut při otáčkách 3000/min. Vzniklá 
suspenze se převádí do odměrné baňky a je doplněna kultivačním médiem nebo roztokem 
s určitou koncentrací zkoumané látky. Část této suspenze se převádí do vialky a používá se 
pro spektrofotometrické stanovení optické hustoty. Pro spektrometrické stanovení optické 
hustoty je nutná inkubace 72 hodin při teplotě 21 – 25 °C. V průběhu inkubace se po 24, 48 a 




Daphtoxkit FTM je 48 hodinový mikrotest sloužící k prověřování toxicity čistých sloučenin, 
průmyslových odpadních vod, usazenin, povrchových a podzemních vod a odpadních vod. Je 
založen na sledování nehybnosti nebo úmrtnosti zkušebních organismů, klidových stádií  
Daphnia magna,  Daphnia pulex, nebo Ceriodaphnia dubia.  Vajíčka organismů jsou před 
samotným testem kultivována při teplotě 20 – 22 °C, za osvětlení 6000 lx po dobu 72 až 80 
hodin. Neonata jsou pak vyživována lyofilizovanou řasou Spirulina microalgae, a to do té 
doby, než se použijí do testu. 
Daphtoxkit FTM obsahuje veškerý materiál potřebný k vykonání šesti akutních 48 hodinovým 
testům. 
Výsledkem testu je pak  EC50 nebo LC50. 61 
  
Obr. 3.8.: Daphnia magna 62   Obr. 3.9.: Daphtoxkit 63
3.4.5.3. Thamnotoxkit 
Thamnotoxkit vyvinul výzkumný tým Prof. Dr. Persoona na Státní Gentské Universitě v 
Belgii. Metoda je popsána i v Technické normě vodního hospodářství Ministerstva 
zemědělství  č. TNV 757754 – Mikrometoda stanovení akutní toxicity na korýši 
Thamnocephalus platyurus. Test se používá ke zjišťování toxicity chemikálií, k hodnocení 
jakosti průmyslových odpadních vod, povrchových a podzemních vod, odpadních vod a 
sedimentů. Testovacím organismem jsou larvy sladkovodního korýše Thamnocephalus 
platyurus, které se uchovávají v klidových stádiích a před použitím do testu se nechávají 
vylíhnout. Líhnutí probíhá 20 - 22 hodin ve standardním živném roztoku, za osvětlení 4000 lx 
a při teplotě 25°C.  
V samotném testu se organismy inkubují v testovaných roztocích za temna, po dobu 24 hodin. 
V testu se zjišťuje mortalita, výsledkem testu je pak 24LC50.  





Obr. 3.10.: Thamnocephalus platyurus 66 Obr. 3.11.: Thamnotoxkit 67
3.4.5.4. Rotoxkit 
Rotoxkit je k dostání ve dvou variantách – jako 24 hodinový akutní test toxicity, který 
obsahuje materiál potřebný k vykonání šesti akutních testů toxicity, a jako 48 hodinový test 
subchronické toxicity, který obsahuj materiál k vykonání třech testů subchronické toxicity. 
Rotoxkit  byl vyvinut dvěma výzkumnými týmy, a to týmem Prof. Dr. Persoona na Státní 
Gentské Universitě a týmem Prof. Dr. T. W. Snella na universitě v Tampě na Floridě.  
Testovacím organismem je vodní vířník Brachionus calicyflorus, který je významnou součástí 
sladkovodního zooplanktonu. Organismy jsou uchovávány v klidových stádiích a před 
použitím do testu se nechávají vylíhnout. Líhnutí probíhá 16 - 18 hodin, za osvětlení 4000 lx, 
v inkubátoru při teplotě 25°C. V akutním testu se sleduje úmrtnost organismů, výsledkem 
testu je pak hodnota 24hLC50, v subchronickém testu se sleduje snížení reprodukce organismů 
a výsledkem testu je pak hodnota 48hEC50. 66 
  
Obr. 3.12.: Brachionus calicyflorus67Obr. 3.13.: Rotoxkit 68
3.4.5.5. Rapidtoxkit 
Rapidtoxkit je test s nejrychlejší odpovědí, trvá maximálně hodinu.  Je založen na sledování 
ovlivnění příjmu potravy stresem (toxickou látkou). Testovacím organismem je 
Thamnocephalus platyurus vylíhnutý z cyst. Líhnutí probíhá 30 – 45 hodin při teplotě 25 °C a 
při kontinuálním osvětlení 3000 – 4000 lx. Vylíhlé organismy jsou inkubovány v testovaných 
vzorcích po krátkou časovou periodu (15 minut až hodinu), při teplotě 25 °C a osvětlení 
4000 lx. Poté jsou do vzorků přidány červeně obarvené mikrospory, které slouží jako potrava 
organismům. Organismům v kontrole, které přijímají mikrospory, se zabarví zažívací ústrojí 
tmavě červeně. Intoxikované organismy buď úplně přestanou potravu přijímat nebo příjem 
značně omezí. Přítomnost nebo nepřítomnost barevných mikrospor v zažívacím ústrojí korýše 
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je po 15 až 30 minutách pozorována pod stereomikroskopem.  Toxický účinek je prokázán 
v případě, že je inhibice příjmu potravou větší než 30%. Určuje se inhibice příjmu mikroskop 




  (5) , kde 
A je procentuální absorpce mikrospor v kontrole 
B je procentuální absorpce mikrospor ve vzorku 37,69 
3.4.6. Biosenzory 
Třetí generace testů je na počáteční úrovni. Využívá biosenzory a biosondy  v on-line 
monitorovacích systémech a screeningových testech toxicity  a je založena na fluorescenčním 
značení toxické látky. 
Biosenzory mají využití v on-line monitorovacích systémech a screeningových testech 
toxicity. Biosenzor je chemický senzor, ve kterém je biologický materiál imobilizovaný uvnitř 
nebo na povrchu elektrického nebo optického transduceru. Biologický materiál zahrnuje živé 











4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Úkolem zadané diplomové práce bylo hodnocení možných toxických vlivů látek 4-
nitrotoluenu, 4-nitrobenzylalkoholu, 4-nitroenzaldehydu, 4-nitrobenzoové kyseliny, 4-
nitrosobenzoové kyseliny, 4-hydroxylaminobenzoové kyseliny a protokatechové kyseliny 
pomocí testů toxicity. Některé látky z vybrané řady jsou komerčními produkty, látky 4-
nitrosobenzoová kyselina, 4-hydroxylaminobenzoová kyselina a protokatechová kyselina 
musely být vyrobeny podle níže popsaných postupů. Látky byly hodnoceny standardním 
testem toxicity (inhibici růstu kořene hořčice bílé Sinapis alba), fytotestem (inhibice růstu 
okřehku menšího Lemna minor) a alternativním testem toxicity (akutní test toxicity na 
žábronožkách Artemia salina). 
 
4.1. Syntéza látek 
4.1.1. Příprva protokatechové kyseliny 
V plechové nádobě, která byla vybavena mechanickým míchadlem z nerezavějící oceli a 
vyhřívána vařičem, bylo umístěno 8,4 g NaOH a 33,2 g KOH a 5 ml vody. Směs byla 
míchána a zahřívána. Když teplota kapalné směsi dosáhla 160°C, bylo přidáno 15,2 g 
vanilínu. Za stálého míchání byla směs zahřáta na 245 °C. Na tomto bodě byla teplota 
udržována 5 minut. Směs byla chlazena s mícháním. Po vychladnutí směsi na 160°C, bylo 
přidáno 100ml vody a byla míchána tak dlouho, dokud se všechny fúzní směsi nerozpustily. 
Roztok byl převeden do kádinky, bylo přidáno 50 ml vody a po dobu 2 minut byl zaváděn 
SO2 plyn, směs pak byla okyselena 150 ml  6M HCl. Okyselená směs byla zchlazena 
v mrazáku a krystalická sraženina poté byla zfiltrovala, promyta na filtru dvěma porcemi 100 
ml ledové vody a sušena na vzduchu. Filtrát byl extrahován dvěma 100 ml porcemi 
diethyletheru a byl odpařen na vakuové odparce, čímž byla získána třetí frakce. Pro zjištění, 
jestli směs skutečně zreagovala, byla využita TLC. Jako vhodná se projevila první a druhá 
frakce, které byly překrystalizovány z vody za použití aktivního uhlí. Teplota tání produktu 
byla stanovena na 197,3 °C. Tabelovaná hodnota pro protokatechovou kyselinu je 
196 - 198 °C. Výtěžek vyrobené protokatechové kyseliny byl 2 g. 21
4.1.2. Příprava 4-nitrosobenzoové kyseliny 
48 g jemně práškového peroxodisíranu amonného bylo přidáno v malých množstvích k 68 g 
(36,96 ml) ledově studené koncentrované kyselině sírové za stálého míchání. Směs byla nalita 
na 280 g drceného ledu, bylo přidáno 8,6 g 4-aminobenzoové kyseliny a směs byla míchána 24 
hodin. Poté byla směs zfiltrována, promyta vodou a acetonem a vysušena. Pro zjištění, zda-li 
směs zreagovala byla provedena TLC. Výtěžek 4-nitrosobezoové kyseliny byl 9,1 g.70
4.1.3. Příprava 4-hydroxylaminobenzoové kyseliny 
10 g 4-nitrobenzoové kyseliny byla rozpuštěna v roztoku NH4Cl (7,5 g v 100 ml vody) a bylo 
přidáno 7,3 g zinku po malých porcích každých 5 minut. Směs byla míchána až do úplného 
rozpuštění veškerého zinku. Poté směs byla okyselena 24% roztokem HCl a odfiltrována na 
skleněné fritě. Produkt vysušen a rozpuštěn v horkém etanolu, poté byl roztok zfiltrován a 
filtrát odpařen ve vakuové odparce. Pro zjištění, zda-li směs zreagovala byla provedena TLC. 
Výtěžek byl 1,9 g.71 
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 4.2. Testy toxicity 
4.2.1. Test inhibice růstu kořene hořčice bílé Sinapis alba 
Tab.4.1. : Podmínky testu inhibice růstu kořene hořčice bílé Sinapis alba 
Testovaný organismus Hořčice bílá Sinapis alba 
Barva semen Okrově žlutá 
Velikost semen Střední 1,5 – 2,5 mm 
Klíčivost semen Minimálně 90 % 
Počet semen v jedné Petriho misce 30 
Sledovaná odezva Inhibice růstu kořene ve srovnání s kontrolou 
opakování 2 
Objem testované koncentrace 5 ml v jedné Petriho misce 
teplota 20 °C 
Doba expozice 72 hodin 
Osvětlení Bez přístupu světla 
chemikálie Výchozí roztoky testovaných látek, zřeďovací 
voda dle ISO 7346 
Pomůcky a zařízení Petriho misky, filtrační papír, odměrné baňky, 
pipety, termostat, milimetrové měřítko 
 
Pracovní postup 
Příprava ředící vody:  
Příprava zásobních roztoků: 
• Zásobní roztok č. 1: 11,76 g CaCl2.2H2O (p. a.) se rozpustí a doplní do 1 litru 
destilovanou vodou 
• Zásobní roztok č. 2: 4,93 g MgSO4.7H2O (p. a.) se rozpustí a doplní do 1 litru 
destilovanou vodou 
• Zásobní roztok č. 3: 2,59 g NaHCO3 (p. a.) se rozpustí a doplní do 1 litru destilovanou 
vodou 
Na 1 litr ředící vody se dávkuje 25 ml každého zásobního roztoku. Do odměrné baňky se 
nadávkují zásobní roztoky a objem se doplní destilovanou vodou po rysku. Takto připravená 
ředící voda se 24 hodin sytí vzdušným kyslíkem (aerace). Poté se nechá dalších 24 hodin 
odstát a zkontroluje se hodnota pH, která by se měla pohybovat v rozmezí 7,8  0,2. ±
 
Provedení základního testu 
Pro nasazení testu se připravilo 10 ml objemu každé koncentrace. 
Na dno Petriho misky se vložila 1 vrstva filtračního papíru, na který se pipetou nadávkovalo 5 
ml testovaného roztoku (filtrační papír musí být vlhký, ale nesmí na něm stát voda). Na 
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zvlhčený filtrační papír se pinzetou pokládala semena hořčice bílé (nejlépe v šesti řadách po 5 
semenech), misky se přikryly víčkem a uložily do termostatu. Po 72 hodinách inkubace se 
misky vyjmuly z termostatu a u jednotlivých vyklíčených semen se změřila délka kořene 
s přesností na 1 mm. 
Výsledky jsou považovány za platné, jestliže je v kontrole dosaženo minimální klíčivosti 
90%. 72
4.2.2. Test inhibice růstu okřehku menšího Lemna minor 
Tab.4.2.: Podmínky testu inhibice růstu okřehku menšího Lemna minor 
Testovací organismus Okřehek menší Lemna minor 
barva Zelená 
velikost 0,5 – 3 cm 
Typ testu statický 
teplota 24 °C ± 2°C 
Sledovaná odezva Inhibice růstu 
Délka expozice 7 dní 
Množství testovaného roztoku 100 ml 
Počáteční množství inokulační kultury 10 lístků 
Podmínky testu Stálá teplota a osvětlení 
osvětlení 6500 – 10000 lx 
chemikálie Výchozí roztoky testovaných látek, zřeďovací 
voda dle ISO 20079 
Pomůcky a zařízení 150 ml kádinky, pinzety, potravinářská fólie, 
kultivační komora s osvětlením 
 
Pracovní postup 
Příprava ředící vody: 
Příprava zásobních roztoků: 
• Zásobní roztok č. 1: 4,3750 g KNO3; 1,1250 g KH2PO4 a 0,1575 g K2HPO4 se 
rozpustí v 250 ml destilované vody 
• Zásobní roztok č. 2: 1,2500 g MgSO4.7H2O se rozpustí v 250 ml destilované vody 
• Zásobní roztok č. 3: 3,6875 g Ca(NO)3.4H2O se rozpustí v 250 ml destilované vody 
• Zásobní roztok č. 4: 0,0120 g H3BO3 se rozpustí v 100 ml destilované vody 
• Zásobní roztok č. 5: 0,0180 g ZnSO4.7H2O se rozpustí v 100 ml destilované vody 
• Zásobní roztok č. 6: 0,0044 g Na2MoO4.2H2O se rozpustí v 100 ml destilované vody 
• Zásobní roztok č. 7: 0,0180 g MnCl2.4H2O se rozpustí v 100 ml destilované vody 
• Zásobní roztok č. 8: 0,0760 g FeCl3.4H2O a 0,1500 g dihydrátu EDTA se rozpustí v 





Zásobní roztoky se upravily autoklávováním při 121 °C po dobu 20 minut. Pro přípravu 1l 
živného roztoku bylo k 900 ml destilované vody přidáno 20 ml zásobních roztoků č. 1, 2 a 3 a 
1 ml zásobních roztoků 4, 5, 6, 7 a 8 a odměrná baňka byla po rysku doplněna destilovanou 
vodou. 
Před vlastním testováním byl po dobu 7 dní okřehek kultivován v připraveném živném 
roztoku.  
Základní test 
V základním testu byly vytvořeny koncentrační řady všech testovaných látek, včetně kontrol. 
Do 150 ml kádinek bylo nalito 100 ml vzorku nebo kontrolního média. Poté byly do těchto 
kádinek přeneseny pomocí pinzety 3-4 lístkové kolonie okřehku. Počet lístků v každé kádince 
musel být identický (10 lístků). 
Kádinky byly překryty průhlednou folií a ponechány v laboratoři za nepřetržitého osvětlení.  
V průběhu testu byla alespoň každé 3 dny sledována odumřelá tkáň lístků: bílá nebo 
rozmočená tkáň (tzv. nekróza) a nažloutlá tkáň (tzv. chloróza). 
Výsledky jsou považovány za platné, jestliže průměrný počet lístků v kontrole vzrostl po 
dobu test na osminásobek a pH kontrolního média by se během testu nemělo zvýšit více než o 
1,5 jednotky. 55
 
4.2.3. Test akutní toxicity na žábronožkách Artemia salina 
Test na organismu Artemia salina byl proveden v testovacích destičkách ze sady 
Thamnotoxkit FTM. 
Tab. 4.3. : Podmínky testu akutní toxicity na žábronožkách Artemia salina 
Testovací organismus Žábronožka Artemie salina 
barva Světlá 
velikost Až 0,5 mm 
líhnivost Minimálně 90 % 
Počet jedinců v jedné testovací koncentraci 10 
Sledovaná odezva Mortalita 
Podmínky testu Stálá teplota, světlo (inkubátor) 
opakování 3 
Objem testované koncentrace  1 ml v jamce šachty 
Teplota  25 – 28 °C 
Doba expozice 48 hodin 
osvětlení Stálé světlo 
chemikálie Výchozí roztoky testovaných látek, laboratorní 
mořská voda 






Příprava ředící vody: 
Příprava zásobních roztoků: 
• Zásobní roztok č. 1: 325 g MgCl2.6H2O a 29,8 g KCl se rozpustí v 1l destilované vody 
• Zásobní roztok č. 2: 29,98 g CaCl2, 20,10 g NaHCO3 a 0,6 g H3BO3 se rozpustí v 1l 
destilované vody 
Do 1l odměrné baňky se dávkuje 23,960 g NaCl a 10,346 g MgSO4.7H2O, 20 ml zásobního 
roztoku č. 1, 10 ml zásobního roztoku č. 2 a objem se po rysku doplní destilovanou vodou. 
 
Pro testování se používají čerstvě vylíhnutí jedinci z vajíček, která byla ponořena do mořské 
vody a po dobu 48 hodin byla voda provzdušňována, dokud se vajíčka nevylíhla. 
 
Základní test 
Cílem zkoušky bylo určení hodnoty EC50. 
Byly připraveny testované koncentrace zkoumaných látek ředěné laboratorní mořskou vodou. 
Každá koncentrace toxikantu byla přenesena do všech šachet jednoho sloupce testovací 
desky. Distribuce testovaných roztoků byla provedena vždy od kontroly směrem k nejvyšší 
koncentraci. Šachty byly plněny po 1 ml. Přibližně 50 jedinců bylo přeneseno pipetou do 
mycích šachet (D1 až D6), odkud se dále přenášely po 10 jedincích do jednotlivých 
testovacích šachet (řádky A, B, C). Naplněné šachty byly uzavřeny víčkem a ponechány 
v laboratoři při osvětlení po dobu 48 hodin. 
Výsledky jsou považovány za platné nepřesáhne-li mortalita v kontrole 10 %. 51
 




5.1. Volba vhodného rozpouštědla 
Ne všechny testované látky byly rozpustné v e vodě, proto bylo nezbytně nutné najít vhodné 
rozpouštědlo, ve kterém by se rozpouštěly. Do testů byla nakonec zvolena tři rozpouštědla, a 
to etanol, aceton a dimethylsulfoxid. Byly provedeny testy toxicity s 0,5 %; 1 %; 2 % a 4 % 
roztoky těchto rozpouštědel testem inhibice růstu kořene Sinapis alba a 1%, 2 % a 4 % 
roztoky těchto rozpouštědel testem inhibice růstu okřehku menšího. Na základě zjištěných 
výsledků byly vybrány 2 % roztoky rozpouštědel. Snahou bylo zvolit co nejzředěnější roztok 
rozpouštědla, aby ovlivňoval růst v kontrole co nejméně, ale současně aby dostatečně 
rozpouštěl látku. 
5.1.1. Test inhibice růstu kořene Sinapis alba 
Tab. 5.1.: Vliv etanolu na růst kořene Sinapis alba 
Roztok rozpouštědla (%) Průměrná délka (mm) Inhibice růstu (%) 
0,5 18,4 29 
1 18 31 
2 15,3 41 
4 12,4 52 
 
Tab. 5.2.: Vliv DMSO na růst kořene Sinapis alba 
Roztok rozpouštědla (%) Průměrná délka (mm) Inhibice růstu (%) 
0,5 21 19 
1 18,4 29 
2 18,4 29 
4 10,8 58 
Tab. 5.3.: Vliv acetonu na růst kořene Sinapis alba 
Roztok rozpouštědla (%) Průměrná délka (mm) Inhibice růstu (%) 
0,5 24 7 
1 21,8 16 
2 20,9 19 
4 18,9 27 
Z testu vyplývá, že s rostoucí koncentrací roste vliv rozpouštědel na inhibici růstu kořene 
hořčice bílé. 
5.1.2. Test inhibic růstu Lemna minor 
Tab. 5.4.: Vliv etanolu na růst Lemna minor 
Roztok rozpouštědla (%) µ Inhibice růstu (%) 
1 0,0024 49 
2 0,0024 49 
4 0,0011 77 
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 Tab. 5.5.: Vliv DMSO na růst Lemna minor 
Roztok rozpouštědla (%) µ Inhibice růstu (%) 
1 0,0041 12 
2 0,0032 33 
4 0,0011 77 
 
Tab. 5.6.: Vliv acetonu na růst Lemna minor 
Roztok rozpouštědla (%) µ Inhibice růstu (%) 
1 0,0032 33 
2 0,0028 40 
4 0,0006 88 
 
Z testu vyplývá, že s rostoucí koncentrací roste vliv rozpouštědel na inhibici růstu okřehku. 
 
5.2. Testování ekotoxicky 
5.2.1. Test inhibice růstu kořene hořčice bílé Sinapis alba 
V předběžném testu byla zjištěna rozmezí koncentrací jednotlivých látek pro základní test. 
V koncentracích byly zjištěny procentuální inhibice, které byly za použití programu Microsoft 
Excel vyneseny do grafu v závislosti na logaritmu koncentrace. Z grafu byla pomocí funkce 
LINREGRESE vypočítána rovnice regrese. Rovnice je vyjádřena v obecném tvaru y = ax + b. 
Za y se doplnila hodnota 50 a bylo vypočítáno x (logaritmus koncentrace), zpětným 
odlogaritmováním se získala hodnota IC50. Zjištěná hodnota 72hIC50 byla průměrem IC50 
z první a druhé řady měření. 
5.2.1.1. 4-Nitrotoluen 
4-Nitrotoluen není rozpustný ve vodě, proto muselo být vybráno rozpouštědlo, ve kterém by 
se nejlépe rozpouštěl. Na základě testů byl jako nejvhodnější rozpouštědlo zvolen etanol, a to 
jeho 2 % roztok. 
Celá připravovaná koncentrační řada musela obsahovat 2 % etanol, tudíž jako kontrola nebyla 
brána čistá ředící voda, ale 2 % roztok etanolu v ředící vodě. Na základě předběžného testu 
byla pro 4-nitrotoluen zvolena koncentrační řada: 2 % roztok etanolu v ředící vodě; 100 mg/l; 
10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l; 0,01 mg/l (viz „Přípravě koncentrační řady 4-nitrotoluenu ve 2 % 
etanolu). Bylo připraveno 10 ml každé koncentrace. 
Příprava zásobních roztoků 
Bylo nutné si připravit zásobní roztoky, neboť 4-nitrotoluen i ostatní látky jsou pevné. Tyto 
zásobní roztoky byly použity k ředění, nutného pro získání nízkých koncentrací obsažených 
v koncentrační řadě. 
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 Tab. 5.7.: Příprava zásobních roztoků 
Koncentrace Způsob přípravy 
Zásobní roztok č. 1 – 5 g/l 50 mg 4-nitrotoluenu rozpuštěno v 10 ml etanolu 
Zásobní roztok č. 2 – 50 mg/l 10 µl ZR1 + 990 µl čistého etanolu 
Zásobní roztok č. 3 – 0,5 mg/l 10 µl ZR2 +  990 µl čistého ethanolu 
 
Tab. 5.8.: Příprava koncentrační řady 4-nitrotoluenu ve 2 % etanolu 
Koncentrace Způsob přípravy 
100 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
10 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého etanolu 
1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2 
0,1 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR2 + 180 µl čistého etanolu 
0,01 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR3 
 
Tab. 5.9.: Výsledky testu inhibice růstu kořene Sinapis alba se 4-nitrotoluenem rozpuštěným 
ve 2 % etanolu 
Koncentrace (mg.l-1) Průměrná délka kořene (mm) Inhibice (%) 
 1. měření 2. měření 1. měření 2. měření 
Kontrola 15,5   
100 mg/l 2,7 3,4 83,13 78,75 
10 mg/l 5,0 5,1 68,33 68,33 
1 mg/l 8,3 11,3 48,33 29,38 
0,1 mg/l 10,4 11,4 35 28,75 
0,01 mg/l 12,4 12,4 22,29 22,29 
 
Klíčivost semen v kontrole dosáhla 90% (vyklíčilo 27 semen z 30). Podmínka minimální 
klíčivosti 90% byla tudíž splněna. 
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 Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena  hodnota 1 mg/l z druhé řady měření, neboť 
mírně vybočovala z lineární závislosti 







Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzylalkohol zvolena koncentrační řada: 2% 
roztok etanolu v ředící vodě; 1 g/l; 100 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-nitrobenzylalkoholu). 
Tab. 5.10.: Příprava zásobních roztoků  
Zásobní roztok č. 1 – 1g/l 100 mg  4-nitrobenzylalkoholu rozpuštěno v 100 
ml ředící vody 
Zásobní roztok č. 2 – 10 mg/l 1 ml ZR1 + 99 ml ŘV 
Tab. 5.11.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzylalkoholu 
Koncentrace Způsob přípravy 
1g/l ZR1 
100 mg/l 1 ml ZR1 + 9 ml ŘV 
10 mg/l ZR2 
1 mg/l 1 ml ZR2 + 9 ml ŘV 
0,1 mg/l 0,1 ml ZR2 + 9,9 ml ŘV 
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 Tab. 5.12.: Výsledky testu inhibice růstu kořene Sinapis alba se 4-nitrobenzylalkoholem 
Koncentrace (mg.l-1) Průměrná délka kořene (mm) Inhibice (%) 
 1. měření 2. měření 1. měření 2. měření 
Kontrola 34,6   
1 g/l 0,9 0,1 97,5 99,61 
100 mg/l 14,4 15,7 58,4 54,68 
10 mg/l 16,4 16,4 52,5 52,46 
1 mg/l 16,5 16,5 52,36 52,36 
0,1 mg/l 20,1 27,3 41,76 21,02 
 
Klíčivost semen v kontrole dosáhla 100% (vyklíčilo 30 semen z 30). Podmínka minimální 
klíčivosti 90% byla tudíž splněna. 
 




Pro 4-nitrobenzylalkohol byla zjištěna hodnota inhibiční koncentrace 72hIC50 2,74 mg/l 
5.2.1.3. 4-Nitrobenzaldehyd 
4-Nitrobenzaldehyd není rozpustný ve vodě, proto muselo být vybráno rozpouštědlo, ve 
kterém by se nejlépe rozpouštěl. Na základě testů bylo jako nejvhodnější rozpouštědlo  zvolen 
aceton, a to jeho 2% roztok. 
Celá připravovaná koncentrační řada musela obsahovat 2% aceton, tudíž jako kontrola nebyla 
brána čistá ředící voda, ale 2% roztok acetonu v ředící vodě. Na základě předběžného testu 
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byla pro 4-nitrobenzaldehyd zvolena koncentrační řada: 2% roztok acetonu v ředící vodě; 100 
mg/l; 50 mg/l; 10 mg/l; 5 mg/l; 1 mg/l (viz „Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzaldehydu 
ne 2% acetonu). 
Tab. 5.13.: Příprava zásobních roztoků  
Zásobní roztok č. 1 – 5 g/l 50 mg   4-nitrobenzaldehydu  rozpuštěno v 10 ml acetonu 
Zásobní roztok č. 2 – 50 mg/l 10µl ZR1 + 990 µl čistého acetonu 
 
Tab. 5.14.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzaldehydu ve 2 % acetonu 
100 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
50 mg/l 10 ml ŘV + 100 µl ZR1 + 100 µl čistého acetonu 
10 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého acetonu 
5 mg/l 10 ml ŘV + 10 µl ZR1 + 190 µl čistého acetonu 
1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2 
 
Tab. 5.15.: Výsledky testu inhibice růstu kořene Sinapis alba se 4-nitrobenzyldehydem 
rozpuštěným ve 2% acetonu: 
Koncentrace (mg.l-1) Průměrná délka kořene (mm) Inhibice (%) 
 1. měření 2. měření 1. měření 2. měření 
kontrola 32,4  
100 mg/l 2,4 2,4 92,44 92,44 
50 mg/l 9,5 10,1 69,88 67,75 
10 mg/l 22,2 23,3 29,02 25,61 
5 mg/l 23,6 24,1 24,55 22,95 
1 mg/l 25,5 34,4 18,70 -9,93 
Klíčivost semen v kontrole dosáhla 100% (vyklíčilo 30 semen z 30). Podmínka minimální 




Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena poslední hodnota v druhé řadě měření  (1 
mg/l), neboť zde docházelo ke stimulaci. 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrobenzaldehyd v 2% acetonu : 
‐ y = log 37,89 + 6,008 (1. měření) – výpočtem rovnice pak bylo zjištěno IC50 = 30,0728 mg/l 
‐ y = log 54,95x – 21,96 (2. měření) – výpočtem rovnice pak bylo zjištěno IC50 = 20,3964 mg/l 
Pro 4-nitrobenzaldehyd byla zjištěna hodnota inhibiční koncentrace 72hIC50 25,23 mg/l. 
 
5.2.1.4. 4-Nitrobenzoová kyselina 
4‐Nitrobenzoová kyselina není rozpustná ve vodě, proto muselo být vybráno rozpouštědlo, ve 
kterém by se nejlépe rozpouštěla. Na základě testů bylo jako nejvhodnější rozpouštědlo  
zvolen aceton, a to jeho 2% roztok. Celá připravovaná koncentrační řada musela obsahovat 
2% aceton, tudíž jako kontrola nebyla brána čistá ředící voda, ale 2% roztok acetonu v ředící 
vodě. Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzoovou kyselinu zvolena koncentrační 
řada: 2% roztok acetonu v ředící vodě; 1 g/l; 0,5 g/l; 100 mg/l; 50 mg/l; 10 mg/l; 5 mg/l (viz 
„Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzoové kyseliny ve 2% acetonu). 
Tab. 5.16.: Příprava zásobních roztoků  
Zásobní roztok č. 1 – 50 g/l 100 mg   4-nitrobenzoové kyseliny rozpuštěno ve 2 ml acetonu 
Zásobní roztok č. 2 – 0,5 g/l 10 µl ZR1 + 990 µl čistého acetonu 
Tab. 5.17.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzoové kyseliny ve 2% acetonu 
1g/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
0,5 g/l 10 ml ŘV + 100 µl ZR1 + 100 µl čistého acetonu 
100 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého acetonu 
50 mg/l 10 ml ŘV + 10 µl ZR1 + 190 µl čistého acetonu 
10 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2 
5 mg/l 10 ml ŘV + 100 µl ZR2 + 100 µl čistého acetonu 
Tab. 5.18.:Výsledky testu inhibice růstu kořene Sinapis alba se 4-nitrobenzoovou kyselinou 
rozpuštěnou ve 2% acetonu 
Koncentrace (mg.l-1) Průměrná délka kořene (mm) Inhibice (%) 
 1. měření 2. měření 1. měření 2. měření 
kontrola 31,3  
1 g/l 0,1 1,8 99,79 94,25 
0,5 g/l 2,6 2,6 91,59 91,59 
100 mg/l 11,5 2 64,18 93,61 
50 mg/l 12,3 18,5 60,84 40,83 
10 mg/l 17,1 17,6 45,30 43,70 
5 mg/l 20,3 24,4 35,30 22,10 
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 Klíčivost semen v kontrole dosáhla 100% (vyklíčilo 30 semen z 30). Podmínka minimální 
klíčivosti 90% byla tudíž splněna. 
 
Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena hodnota 100 mg/l a 50 mg/l z druhého měření, 
neboť vybočovaly z lineární závislosti. 





5.2.1.5. 4-Nitrosobenzoová kyselina 
4-Nitrosobenzoová kyselina není rozpustná ve vodě, proto muselo být vybráno rozpouštědlo, 
ve kterém by se nejlépe rozpouštěla. Na základě testů byl jako nejvhodnější rozpouštědlo 
zvolen dimethylsulfoxid, a to jeho 2% roztok. Celá připravovaná koncentrační řada musela 
obsahovat 2% dimethylsulfoxid, tudíž jako kontrola nebyla brána čistá ředící voda, ale 2% 
roztok dimethylsulfoxidu v ředící vodě. Na základě předběžného testu byla pro 4-
nitrosobenzoovou kyselinu zvolena koncentrační řada: 2% roztok dimethylsulfoxidu v ředící 
vodě; 500 mg/l; 50 mg/l; 5 mg/l; 0,5 mg/l; 0,05 mg/l (viz „Příprava koncentrační řady 4-
nitrosobenzoové kyseliny ve 2% DMSO) 
Tab. 5.19.: Příprava zásobních roztoků  
Zásobní roztok č. 1 – 25 g/l 250 mg   4-nitrosobenzoové kyseliny  rozpuštěno 
v 10 ml DMSO 
Zásobní roztok č. 2 – 250 mg/l 10 µl ZR1 + 990 µl čistého DMSO 




Tab. 5.20.: Příprava koncentrační řady 4-nitrosobenzoové kyseliny ve 2% DMSO 
500 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
50 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého DMSO 
5 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2 
0,5 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR2 + 180 µl čistého DMSO 
0,05 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR3 
 
Tab. 5.21.: Výsledky testu inhibice růstu kořene Sinapis alba se 4-nitrosobenzoovou 
kyselinou rozpuštěnou ve 2% DMSO 
Koncentrace (mg.l-1) Průměrná délka kořene (mm) Inhibice (%) 
 1. měření 2. měření 1. měření 2. měření 
kontrola 27,7  
500 mg/l 9,4 7,5 66,14 73,01 
50 mg/l 13,4 13,4 51,45 51,45 
5 mg/l 15,2 14,5 45,06 47,47 
0,5 mg/l 12,5 11,5 54,82 58,55 
0,05 mg/l 20,1 18,8 27,47 31,93 
 
Klíčivost semen v kontrole dosáhla 96,67% (vyklíčilo 29 semen z 30). Podmínka minimální 
klíčivosti 90% byla tudíž splněna. 
 
Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena předposlední  hodnota v první i druhé řadě 




Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrosobenzoovou kyselinou v 2% DMSO: 
- y = log 9,445x + 42 (1. měření) – výpočtem rovnice pak bylo zjištěno IC50 = 16,4315 mg/l 
- y = log 9,287x + 38,71 (2. měření) – výpočtem rovnice pak bylo zjištěno IC50 =7,0309 mg/l 
Pro 4-nitrosobenzoovou kyselinu byla zjištěna hodnota inhibiční koncentrace 72hIC50 11,73 
mg/l. 
5.2.1.6. 4-Hydroxylaminobenzoová kyselina 
4-Hydroxylaminobenzoová kyselina není rozpustná ve vodě, proto muselo být vybráno 
rozpouštědlo, ve kterém by se nejlépe rozpouštěla. Na základě testů byl jako nejvhodnější 
rozpouštědlo zvolen etanol, a to jeho 2% roztok. Celá připravovaná koncentrační řada musela 
obsahovat 2% etanol, tudíž jako kontrola nebyla brána čistá ředící voda, ale 2% roztok 
etanolu v ředící vodě. Na základě předběžného testu byla pro 4-Hydroxylaminovou kyselinu 
zvolena koncentrační řada: 2% roztok etanolu v ředící vodě; 1 mg/l; 0,5 mg/l; 0,1 mg/l; 0,05 
mg/l; 0,01 mg/l (viz „Příprava koncentrační řady 4-Hydroxylaminobenzoové kyseliny ve 2% 
etanolu). 
Tab. 5.22.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 50 mg/l 5 mg   4-hydroxylaminové kyseliny  rozpuštěno v 100 
ml etanolu 
 
Tab. 5.23.: Příprava koncentrační řady 4-hydroxylaminobnzoové kyseliny ve 2% etanolu 
1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
0,5 mg/l 10 ml ŘV + 100 µl ZR1 + 100 µl čistého etanolu 
0,1 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého etanolu 
0,05 mg/l 10 ml ŘV + 10 µl ZR1 + 190 µl čistého etanolu 
 
Tab. 5.24.: Výsledky testu inhibice růstu kořene Sinapis alba se 4-hydroylaminobenzoovou 
kyselinou rozpuštěnou v 2% etanolu 
Koncentrace (mg.l-1) Průměrná délka kořene (mm) Inhibice (%) 
 1. měření 2. měření 1. měření 2. měření 
kontrola 16  
1 mg/l 0,7 0,7 95,42 95,42 
0,5 mg/l 5,3 5,3 66,67 66,67 
0,1 mg/l 10,2 9 36,25 43,75 
0,05 mg/l 13,2 10,3 17,71 35,83 
0,01 mg/l 9,5 10,1 40,83 36,67 
 
Klíčivost semen v kontrole dosáhla 90% (vyklíčilo 27 semen z 30). Podmínka minimální 




Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena poslední hodnota v první a druhé řadě měření  
(0,01 mg/l), neboť vybočovala z lineární závislosti. 





5.2.1.7. Protokatechová kyselina 
Na základě předběžného testu byla pro 4-hydroxylaminovou kyselinu zvolena koncentrační 
řada: ředící voda; 10 g/l; 5 g/l; 1 g/l; 500 mg/l; 100 mg/l; 10 mg/l (viz „Příprava koncentrační 
řady protokatechové kyseliny) 
Tab. 5.25.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztoky č. 1 – 10 g/l 500 mg protokatechové kyseliny rozpuštěno 
v 50 ml ředící vody 
Zásobní roztok č. 2 – 1 g/l 10 ml ZR1 + 90 ml ŘV 
 Tab. 5.26.: Příprava koncentrační řady protokatechové kyseliny 
10 mg/l ZR1 
5 g/l 5 ml ŘV + 5 ml ZR1 
1 g/l  ZR2 
500 mg/l 5 ml ŘV + 5 ml ZR2 
100 mg/l 9 ml ŘV + 1 ml ZR2 




Tab. 5.27.: Výsledky testu inhibice růstu kořene Sinapis alba s protokatechovou kyselinou 
Koncentrace (mg.l-1) Průměrná délka kořene (mm) Inhibice (%) 
 1. měření 2. měření 1. měření 2. měření 
kontrola 34,6  
10 g/l 0,2 0,2 99,52 99,52 
5g/l 4,6 8,6 86,60 75,02 
1 g/l 13,7 18,5 60,46 46,38 
500 mg/l 18,4 21,3 46,87 38,48 
100 mg/l 20,5 22,6 40,69 34,62 
10 mg/l 24,1 24,6 30,18 28,83 
 
Klíčivost semen v kontrole dosáhla 100% (vyklíčilo 30 semen z 30). Podmínka minimální 
klíčivosti 90% byla tudíž splněna. 
 
Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena hodnota 500 mg/l v první a druhé řadě měření, 
neboť mírně vybočovala z lineární závislosti. 




5.2.2. Test inhibice růstu okřehku menšího Lemna minor 
Pro vyhodnocení inhibice růstu okřehku existuje několik metod. V tomto případě byla zvolena 
metoda „Stanovení inhibice růstu porovnáním růstových rychlostí (µ) v testovaných 
koncentracích a kontrole“, která je popsána v experimentální části. Růst lístků okřehku byl 
pozorován 7 dní, pouze v případě protokatechové kyseliny 6 dní. Počáteční počet lístků byl ve 
všech případech 10. 
46 
 
Podobně jako v testu inhibice růstu Sinapis alba bylo dáno rozmezí koncentrací jednotlivých 
látek pro základní test na základě výsledků předběžného testu. V koncentracích byly opět 
zjištěny procentuální inhibice, které poté byly vyneseny do grafu v závislosti na logaritmu 
koncentrace. Ze zjištěné rovnice regrese byla zjištěna IC50. 
5.2.2.1. 4-Nitrotoluen 
Příprava zásobních roztoků: 
Zvolený rozsah koncentrační řady i zásobní roztoky byly stejné jako u testu inhibice růstu 
kořene Sinapis alba. Zásobní roztok č. 1 (ZR1) měl koncentraci 5 g/l, zásobní roztok č. 2  
(ZR2) měl koncentraci 50 mg/l a zásobní roztok č. 3 (ZR3) měl koncentraci 0,5 mg/l. Pro 
každou koncentraci ale tentokrát musel být použit objem 100 ml (viz „Příprava koncentrační 
řady 4-nitrotoluenu ve 2% etanolu). 
Tab. 5.28.: Příprava koncentrační řady 4-nitrotoluenu ve 2% etanolu 
100 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR1 
10 mg/l 98 ml ŘV + 0,2 ml ZR1 + 1,8 ml čistého etanolu 
1 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR2 
0,1 mg/l 98 ml ŘV + 0,2 ml ZR2 + 1,8 ml čistého etanolu 
0,01 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR3 
 
Tab. 5.29.:Výsledky testu inhibice růstu Lemna minor  se 4-nitrotoluenem rozpuštěným ve 
2% etanolu 
Koncentrace (mg.l-1) µ I µ (%) 
kontrola 0,0041 - 
100 mg/l 0,0011 73,7 
10 mg/l 0,0024 41,50 
1 mg/l 0,0032 23,45 
0,1 mg/l 0,0028 32,19 




 Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena předposlední hodnota (0,1 mg/l), neboť 
vybočovala z lineární závislosti. 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrotoluen v 2% etanolu : 
‐ y = 15,72x + 32,58  
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrotoluen zjištěna hodnota inhibiční koncentrace  
168h IµC50 12,83 mg/l. 
5.2.2.2. 4-nitrobenzylalkohol 
Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzylalkohol zvolena koncentrační řada: 2% 
roztok etanolu v ředící vodě; 500 mg/l; 100 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-nitrobenzylalkoholu). 
Tab. 5.30.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 500 mg/l 250 mg  4-nitrobenzylalkoholu rozpuštěno v 500 ml ředící 
vody 
Zásobní roztok č. 2 – 10 mg/l 2 ml ZR1 + 98 ml ŘV 
 
Tab. 5.31.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzylalkoholu 
500 mg/l ZR1 
100 mg/l 80 ml ŘV + 20 ml ZR1 
10 mg/l ZR2 
1 mg/l 90 ml ŘV + 10 ml ZR2 




Tab. 5.32.: Výsledky testu inhibice růstu Lemna minor  se 4-nitrobenzylalkoholem 
Koncentrace (mg.l-1) µ I µ (%) 
kontrola 0,0088 - 
500 mg/l 0,0011 87,69 
100 mg/l 0,0035 60,33 
10 mg/l 0,0047 46,78 
1 mg/l 0,0068 23,64 
0,1 mg/l 0,0071 19,42 
 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrobenzylalkohol: 
‐ y = log 18,17x + 30,49 
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrobenzylalkohol zjištěna hodnota inhibiční 
koncentrace 168hIµC50 11,85 mg/l. 
 
5.2.2.3. 4-Nitrobenzaldehyd 
Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzaldehyd zvolena koncentrační řada: 2% 
roztok acetonu v ředící vodě; 5 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l; 0,01 mg/l; 0,001 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-nitrobenzaldehydu ve 2% acetonu). 
Tab. 5.33.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 0,25 g/l 25 mg  4-nitrobenzylalkoholu  rozpuštěno v 100 ml acetonu 
Zásobní roztok č. 2 - 2,5 mg/l 100 µl ZR1 + 9,9 ml čistého acetonu 
 
Tab. 5. 34.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzaldehydu ve 2% acetonu: 
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5 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR1 
1 mg/l 98 ml ŘV + 0,4 ml ZR1 + 1,6 ml čistého acetonu 
0,1 mg/l 98 ml ŘV + 0,04 ml ZR1 + 1,96 ml čistého acetonu 
0,01 mg/l 98 ml ŘV + 0,4 ml ZR2 + 1,6 ml čistého acetonu 
0,001 mg/l 98 ml ŘV + 0,04 ml ZR2 + 1,96 ml čistého acetonu 
 
Tab. 5.35.: Výsledky testu inhibice růstu Lemna minor  se 4-nitrobenzaldehydem 
rozpuštěným ve 2% acetonu 
Koncentrace (mg.l-1) µ I µ (%) 
kontrola 0,0069 - 
5 mg/l 0,0020 71,07 
1 mg/l 0,0035 49,47 
0,1 mg/l 0,0050 28,40 
0,01 mg/l 0,0055 21,22 
0,001 mg/l 0,0057 17,85 
 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrobenzaldehyd v 2% acetonu : 
‐ y = log 14,05x + 52,49 
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrobenzaldehyd zjištěna hodnota inhibiční koncentrace 
168hIµC50 0,66 mg/l. 
 
5.2.2.4. 4-Nitrobenzoová kyselina 
Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzoovou kyselinu zvolena koncentrační řada: 
2% roztok acetonu v ředící vodě; 5 mg/l; 2 mg/l; 1 mg/l; 0,5 mg/l; 0,1 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-nitrobenzoové kyseliny ve 2% acetonu). 
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Tab. 5.35.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 0,25 g/l 25 mg  4-nitrobenzoové kyseliny  rozpuštěno v 100 ml 
acetonu 
 
Tab. 5.37.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzoové kyseliny ve 2% acetonu 
5 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR1 
2 mg/l 98 ml ŘV + 0,8 ml ZR1 + 1,2 ml čistého acetonu 
1 mg/l 98 ml ŘV + 0,4 ml ZR1 + 1,6 ml čistého acetonu 
0,5 mg/l 98 ml ŘV + 0,2 ml ZR1 + 1,8 ml čistého acetonu 
0,1 mg/l 98 ml ŘV + 0,04 ml ZR1 + 1,96 ml čistého acetonu 
 
Tab. 5.38.: Výsledky testu inhibice růstu Lemna minor   se 4-nitrobenzoovou kyselinou  
rozpuštěnou  ve 2% acetonu: 
Koncentrace (mg.l-1) µ I µ (%) 
kontrola 0,0069 - 
5 mg/l 0,0016 77,44 
2 mg/l 0,0038 44,82 
1 mg/l 0,0044 36,21 
0,5 mg/l 0,0052 24,73 
0,1 mg/l 0,0057 17,85 
 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrobenzoovou kyselinu v 2% acetonu : 
‐ y = log 32,95x + 42,19 
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Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrobenzoovou kyselinu zjištěna hodnota inhibiční 
koncentrace 168hIµC50 1,73 mg/l. 
 
5.2.2.5. 4-Nitrosobenzoová kyselina 
Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrosobenzoovou kyselinu zvolena koncentrační 
řada: 2% roztok dimethylsulfoxidu v ředící vodě; 10 mg/l; 5 mg/l; 2 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l 
(viz „Příprava koncentrační řady 4-nitrosobenzoové kyseliny ve 2% DMSO). 
Tab. 5.39.: Příprava zásobních roztoků: 
Zásobní roztok č. 1 – 0,5 g/l 50 mg  4-nitrosobenzoové kyseliny  rozpuštěno v 100 ml 
DMSO  
 
Tab. 5.40.: Příprava koncentrační řady 4-nitrosobenzoové kyseliny ve 2% DMSO: 
10 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR1 
5 mg/l 98 ml ŘV + 1 ml ZR1 + 1 ml čistého DMSO 
2 mg/l 98 ml ŘV + 0,4 ml ZR1 + 1,6 ml čistého DMSO 
1 mg/l 98 ml ŘV + 0,2 ml ZR1 + 1,8 ml čistého DMSO 
0,1 mg/l 98 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 1,98 ml čistého DMSO 
 
Tab. 5.41.: Výsledky testu inhibice růstu Lemna minor  se 4-nitrosobenzoovou kyselinou  
rozpuštěnou ve 2% DMSO:  
Koncentrace (mg.l-1) µ I µ (%) 
kontrola 0,0067 - 
10 mg/l 0,0011 83,89 
5 mg/l 0,0038 43,27 
2 mg/l 0,0044 34,42 
1 mg/l 0,0057 15,55 




 Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrosobenzoovou kyselinu v 2% DMSO: 
‐ y = log 32,89x + 30,64 
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrosobenzoovou kyselinu zjištěna hodnota inhibiční 
koncentrace 168hIµC50 3,88 mg/l. 
5.2.2.6. 4-Hydroxylaminobenzoová kyselina 
Na základě předběžného testu byla pro 4-hydroxylaminovou kyselinu zvolena koncentrační 
řada: 2% roztok etanolu v ředící vodě; 100 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l; 0,01 mg/l (viz 
„Příprava koncentrační řady 4-hydroxylaminobenzoové kyseliny ve 2% etanolu). 
Tab. 5.42.:Příprava zásobních roztoků: 
Zásobní roztok č. 1 – 5 g/l 50 mg  4-hydroxylaminobenzoové kyseliny rozpuštěno v 10 ml 
etanolu 
Zásobní roztok č. 2 –  50 
mg/l 
0,1 ml ZR1 + 9,9 ml čistého ethanolu 
Zásobní roztok č. 3 – 0,5 
mg/l 
0,1 ml ZR2 + 9,9 ml čistého ethanolu 
 
Tab. 5.43.: Příprava koncentrační řady 4-hydroxylaminobenzoové kyseliny ve 2% etanolu: 
100 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR1 
10 mg/l 98 ml ŘV + 0,2 ml ZR1 + 1,8 ml čistého ethanolu 
1 mg/l 98 ml ŘV + 2 ml ZR2 
0,1 mg/l 98 ml ŘV + 0,2 ml ZR2 + 1,8 ml čistého ethanolu 





Tab. 5.44.: Výsledky testu inhibice růstu Lemna minor   se 4-hydroxylaminobenzoovou 
kyselinou  rozpuštěnou ve 2% etanolu 
Koncentrace (mg.l-1) µ I µ (%) 
kontrola 0,0041 - 
100 mg/l 0 100 
10 mg/l 0,0016 62,15 
1 mg/l 0,0024 41,51 
0,1 mg/l 0,0028 32,19 
0,01 mg/l 0,0035 15,20 
 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-hydroxylaminobenzoovou kyselinu v 2% etanolu : 
‐ y = log 19,95x +50,20 
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-hydroxylaminobenzoovou kyselinu zjištěna hodnota 
inhibiční koncentrace 168h IµC50 0,98 mg/l. 
 
5.2.2.7. Protokatechová kyselina 
Na základě předběžného testu byla pro 4-hydroxylaminovou kyselinu zvolena koncentrační 
řada: ředící voda; 200 mg/l; 100 mg/l; 50 mg/l; 500 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady protokatechové kyseliny). 
Tab. 5.45.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 200 mg/l 100 mg protokatechové kyseliny rozpuštěno v 500 ml 
ředící vody 




Tab. 5.46.: Příprava koncentrační řady protokatechové kyseliny 
200 mg/l ZR1 
100 mg/l 50 ml ŘV + 50 ml ZR1 
50 mg/l 50 ml ŘV + 50 ml ZR2 
10 mg/l 90 ml ŘV + 10 ml ZR2 
1 mg/l 99 ml ŘV + 1 ml ZR2 
 
Tab. 5.47.: Výsledky testu inhibice růstu Lemna minor s protokatechovou kyselinou  
rozpuštěnou  ve 2% etanolu 
Koncentrace (mg.l-1) µ I µ (%) 
kontrola 0,0088 - 
200 mg/l 0,0018 79,34 
100 mg/l 0,0023 73,50 
50 mg/l 0,0041 53,72 
10 mg/l 0,0066 24,76 
1 mg/l 0,0096 -9,16 
 
 
Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena poslední hodnota (1 mg/l), neboť zde 
docházelo ke stimulaci. 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro protokatechovou kyselinu : 
‐ y = log 34,11x + 4,610 
Výpočtem rovnice regrese byla pro protokatechovou kyselinu zjištěna hodnota inhibiční 
koncentrace 168h IµC50 34,65mg/l. 
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 5.2.3. Test akutní toxicity na žábronožkách Artemia salina 
Rozmezí koncentrací látek pro základní test bylo opět zjištěno v předběžném testu. 
V koncentracích byly zjištěny procentuální mortality, které byly vyneseny  do grafu 
v závislosti  na logaritmu koncentrace. 
5.2.3.1. 4-Nitrotoluen 
Na základě předběžného testu byla pro 4-Nitrotoluen zvolena koncentrační řada: 2% roztok 
etanolu v ředící vodě; 100 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l; 0,01 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-nitrotoluenu ve 2% etanolu). Bylo připraveno 10 ml každé koncentrace. 
Tab. 5.48.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 5 g/l 50 mg  4-nitrotoluenu  rozpuštěno v 10 ml etanolu 
Zásobní roztok č. 2 – 50 mg/l 10 µl ZR1 + 990 µl čistého ethanolu 
Zásobní roztok č. 3 – 0,5 mg/l 10 µl ZR2 + 990 µl čistého ethanolu 
 
 
Tab. 5.49.: Příprava koncentrační řady 4-nitrotoluenu ve 2% etanolu 
100 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
10 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého ethanolu 
1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2  
0,1 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR2 + 180 µl čistého ethanolu 
0,01 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR3 
 
Tab. 5.50.: Výsledky testu akutní toxicity na Artemia salina se 4-nitrotoluenem rozpuštěným 
ve 2% etanolu 
Koncentrace Počet mrtvých 





Kontrola 5 10 50 
100 mg/l 9 10 90 
10 mg/l 7 11 63,64 
1 mg/l 5 12 41,67 
0,1 mg/l 4 10 40 




 Protože mortalita v kontrole dosáhla 50%, nebyla tím splněna podmínka platnosti testu, tedy 
nebyla ani stanovována EC50. 
5.2.3.2. 4-Nitrobenzylalkohol 
Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzylalkohol zvolena koncentrační řada: 2% 
roztok etanolu v ředící vodě; 100 mg/l; 50 mg/l; 10 mg/l; 5 mg/l; 1 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-nitrobenzylalkoholu). 
 
Tab. 5.51.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 100 
mg/l 
 10 mg  4-nitrobenzylalkoholu  rozpuštěno v 100 ml ředící 
vody 
Zásobní roztok č. 2 – 50 mg/l 5 ml ZR1 + 5 ml ŘV 
 
Tab.5.52.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzylalkoholu 
100 mg/l ZR1 
50 mg/l ZR2 
10 mg/l 9 ml ŘV + 1 ml ZR1 
5 mg/l 9 ml ŘV + 1 ml ZR2 








Tab. 5.53.: Výsledky testu akutní toxicity na Artemia salina se 4-nitrobenzylalkoholem 
Koncentrace Počet mrtvých 





Kontrola 1 12 8,33 
100 mg/l 15 16 93,75 
50 mg/l 10 12 83,33 
10 mg/l 5 9 55,56 
5 mg/l 4 9 44,44 
1 mg/l 5 10 50 
 
 
Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena poslední hodnota (1 mg/l), neboť mírně 
vybočovala z lineární závislosti. 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrobenzylalkohol : 
‐ y = log 38,31x + 17,57 
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrobenzylalkohol zjištěna hodnota efektivní 
koncentrace 48hEC50 7,02 mg/l. 
 
5.2.3.3. 4-nitrobenzaldehyd 
Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzaldehyd zvolena koncentrační řada: 2% 
roztok acetonu v ředící vodě; 50 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l; 0,01 mg/l (viz „Příprava 




Tab. 5.54.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 2,5 g/l 25 mg  4-nitrobenzaldehydu rozpuštěno v 10 ml acetonu 
Zásobní roztok č. 2 – 50 mg/l 20 µl ZR1 + 980 µl čistého acetonu 
Zásobní roztok č. 3 – 0,5 mg/l 10 µl ZR2 + 990 µl čistého acetonu 
 
Tab. 5.55.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzylaldehydu ve 2% acetonu 
50 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
10 mg/l 10 ml ŘV + 40 µl ZR1 + 160 µl čistého acetonu 
1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2 
0,1 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR2 + 180 µl čistého acetonu 
0,01 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR3 
 
Tab. 5.56.: Výsledky testu akutní toxicity na Artemia salina se 4-nitrobenzaldehydem 
rozpuštěným ve 2% acetonu 
Koncentrace Počet mrtvých 





Kontrola 0 13 0 
50 mg/l 10 11 90,91 
10 mg/l 6 11 54,55 
1mg/l 5 10 50 
0,1 mg/l 3 9 33,33 






Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrobenzaldehyd ve 2% acetonu: 
‐ y = 17,38x + 50,44 
Výpočtem rovnice byla pro 4-nitrobenzaldehyd zjištěna hodnota efektivní koncentra48hEC50 
= 0,94 mg/l 
5.2.3.4. 4-Nitrobenzoová kyselina 
Na základě předběžného testu byla pro 4-nitrobenzoovou kyselinu zvolena koncentrační řada: 
2% roztok acetonu v ředící vodě; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,5 mg/l; 0,1 mg/l; 0,01 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-nitrobenzoové kyseliny ve 2% acetonu). 
Tab. 5.57.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 0,5 g/l 50 mg  4-nitrobenzoové kyseliny  rozpuštěno v 100 
ml acetonu 
Zásobní roztok č. 2 – 5 mg/l 10 µl ZR1 + 990 µl čistého acetonu 
 
Tab. 5.58.: Příprava koncentrační řady 4-nitrobenzoové kyseliny ve 2% acetonu 
10 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
1 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého acetonu 
0,5 mg/l 10 ml ŘV + 10 µl ZR1 + 190 µl čistého acetonu 
0,1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2 





Tab. 5.59.: Výsledky testu akutní toxicity na Artemia salina se 4-nitrobenzoovou kyselinou 
rozpuštěnou ve 2% acetonu 
Koncentrace Počet mrtvých 





Kontrola 1 10 10 
10 mg/l 9 11 81,82 
1 mg/l 8 10 80 
0,5mg/l 5 9 55,56 
0,1 mg/l 3 8 37,5 




 Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrobenzoovou kyselinu v 2% acetonu: 
‐ y = log 21,99 x + 65,54 
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrobenzoovou kyselinu zjištěna hodnota efektivní 
koncentrace 48hEC50 0,20 mg/l. 
5.2.3.5. 4-Nitrosobenzoová kyselina 
Příprava zásobních roztoků: 
Zvolený rozsah koncentrační řady i zásobní roztoky byly stejné jako u 4-
hydroxylaminobenzoové kyseliny v testu inhibice růstu Lemna minor. Zásobní roztok č. 1 
(ZR1) měl koncentraci 5 g/l, zásobní roztok č. 2 měl koncentraci 50 mg/l a zásobní roztok č. 3 
(ZR3) měl koncentraci 0,5 mg/l. Pro jednotlivé koncentrace byl tentokrát použit objem 10 ml 






Tab. 5.60.:Příprava koncentrační řady 4-nitrosobenzoové kyseliny v 2% DMSO 
100 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
10 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl DMSO 
1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2  
0,1 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR2 + 180 µl DMSO 




Tab. 5.61.: Výsledky akutní toxicity na Artemia salina s 4-nitrosobenzoovou kyselinou 
rozpuštěnou ve 2% DMSO 
Koncentrace počet mrtvých 





Kontrola 1 10 10 
100 mg/l 8 10 80 
10 mg/l 10 15 66,67 
1 mg/l 9 10 90 
0,1 mg/l 6 11 54,55 
0,01 mg/l 1 11 9,09 
 
 
Z hodnot vynesených do grafu byla vyloučena hodnota 1 mg/l, neboť  vybočovala z lineární 
závislosti. 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro 4-nitrosobenzoovou kyselinu v 2% DMSO : 
‐ y = log 15,39x + 52,57 
Výpočtem rovnice regrese byla pro 4-nitrosobenzoovou kyselinu zjištěna hodnota efektivní 
koncentrace 48hEC50 0,68 mg/l. 
 
5.2.3.6. 4-Hydroxylaminobenzoová kyselina 
Příprava zásobních roztoků: 
Zvolený rozsah koncentrační řady i zásobní roztoky byly stejné jako u testu 4-
nitrosobenzoové kyseliny. Zásobní roztok č. 1 (ZR1) měl koncentraci 5 g/l, zásobní roztok č. 2 
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měl koncentraci 50 mg/l a zásobní roztok č. 3 (ZR3) měl koncentraci 0,5 mg/l. Koncentrační 
řada obsahovala koncentrace 100 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l a 0,01 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady 4-hydroxylaminobenzoové kyseliny v 2% etanolu). 
Tab. 5.62..: Příprava koncentrační řady 4-hydroxylaminobenzoové kyseliny ve 2% etanolu 
100 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR1 
10 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR1 + 180 µl čistého ethanolu 
1 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR2  
0,1 mg/l 10 ml ŘV + 20 µl ZR2 + 180 µl čistého ethanolu 
0,01 mg/l 10 ml ŘV + 200 µl ZR3 
 
Tab. 5.63.: Výsledky testu akutní toxicity na Artemia salina se 4-hydroxylaminobenzoovou 
kyselinou rozpuštěnou ve 2% etanolu 
Koncentrace Počet mrtvých 





Kontrola 5 10 50 
100 mg/l 10 11 90,91 
10 mg/l 11 13 84,62 
1mg/l 7 11 63,64 
0,1 mg/l 7 10 70 
0,01 mg/l 2 10 20 
 
 
Protože mortalita v kontrole dosáhla 50%, nebyla tím splněna podmínka platnosti testu, tedy 
nebyla ani stanovována EC50. 
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5.2.3.7. Protokatechová kyselina 
Na základě předběžného testu byla pro 4-hydroxylaminovou kyselinu zvolena koncentrační 
řada: ředící voda; 50 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l; 0,1 mg/l; 10 mg/l; 1 mg/l (viz „Příprava 
koncentrační řady protokatechové kyseliny). 
Tab. 5.64.: Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztok č. 1 – 50 mg/l 5 mg protokatechové kyseliny  rozpuštěno 
v 100 ml ředící vody 
Zásobní roztok č. 2 – 10 mg/l 2 ml ZR1 + 8 ml ŘV 
Zásobní roztok č. 3 – 0,1 mg/l 100 µl ZR2 + 9,9 ml ŘV 
Tab. 5.65.: Příprava koncentrační řady protokatechové kyseliny 
50 mg/l ZR1 
10 mg/l ZR2 
1 mg/l 9 ml ŘV + 1 ml ZR2 
0,1 mg/l 9,9 ml ŘV + 100 µl ZR2 
0,01 mg/l 9 ml ZR3 + 1 ml ZR3 
Tab. 5.66.: Výsledky testu akutní toxicity na Artemia salina s protokatechovou kyselinou 
Koncentrace Počet mrtvých 





Kontrola 1 10  10 
100 mg/l 9 12 75 
10 mg/l 5 10 50 
1mg/l 4 10 40 
0,1 mg/l 3 12 25 
0,01 mg/l 1 12 8,33 
 
 
Rovnice regrese odečtená z grafu pro protokatechovou kyselinu: 
‐ y = log 16,04x + 41,18 
Výpočtem rovnice regrese byla pro protokatechovou kyselinu zjištěna hodnota efektivní 
koncentrace 48hEC50 3,55 mg/l. 
64 
 
 6. DISKUZE VÝSLEDKŮ 
Hlavním cílem diplomové práce byla výroba a ekotoxikologické zhodnocení  p-Nitrotoluenu a 
produktů jeho biodegradace, p-Nitrobenzylalkoholem, p-Nitrobenzaldehydem, 
p-Nitrobenzoovou kyselinou, p-Nitrosobenzoovou kyselinou, p-Hydroxyaminobenzoovou 
kyselinou a protokatechovou kyselinou. 
Výroba látek byla nutná z důvodu, že ne všechny studované látky jsou komerčně dostupnými 
produkty. Konkrétně šlo o výrobu p-Nitrosobenzoové kyseliny, p-Hydroxylaminobenzoové 
kyseliny a protokatechové kyseliny. P-Nitrosobenzoová kyselina byla vyrobena 
z p-Aminobenzoové kyseliny, p-Hydroxylaminobenzoová kyselina z p-Nitrobenzoové kyseliny 
a protokatechová kyselina z vanilinu. Čistota protokatechové kyseliny byla zjištěna na 
bodotávku. Teplota tání produktu byla 197,3 °C, tabelovaná hodnota pro protokatechovou 
kyselinu je 196-198°C. Čistota produktu dále byla potvrzena provedením TLC, která 
neukázala přítomnost jiných látek. Struktura látky také odpovídala popisu v literatuře – bílý 
krystalický prášek. Kontrola čistoty p-Nitrosobenzoové kyseliny a p-Hydroxylaminobenzoové 
kyseliny byla provedena TLC, která neukázala přítomnost jiných látek. Struktura obou látek 
opět odpovídala popisu v literatuře – p-Nitrosobenzoová kyselina ve formě žlutého prášku a 
p-Hydroxylaminobenzoová kyselina ve formě bledě žlutých krystalů.  
Hodnocení toxicity látek bylo prováděno prostřednictvím standardního testu, fytotestu a 
akutního testu na živém organismu. Zástupcem klasického testu byl test inhibice růstu kořene 
Sinapis alba, zástupcem fytotestu byl test inhibice růstu okřehku menšího Lemna minor a 
zástupcem akutního testu byl test akutní toxicity na žábronožce slaniskové Artemia salina. 
Výsledky testů jednotlivých látek jsou v této části práce porovnány. 
Provedení testů: 
1. Test inhibice růstu okřehku menšího Lemna minor 
Test na okřehku nebyl hodnocen, protože v žádné koncentrační řadě nebyla splněna základní 
podmínka platnosti tohoto testu - po dobu testu v žádné kontrole nevzrostl počet lístků na 
osminásobek. Důvodem mohla být použitá kultura, která na rozdíl od běžně používané 
šlechtěné laboratorní kultury, pocházela z přírodního zdroje. Navíc se při testování projevil 
problém, který měl vliv i na výsledky dalších testů. Během testování se v koncentračních 
řadách sloučenin rozpuštěných v etanolu vyskytla plíseň. Tato skutečnost měla viditelný vliv 
na organismus, u kterého se zřetelně projevovala chloróza. 
2.Akutní test toxicity na žábronožce slaniskové Artemia salina 
Podle metodiky měla být stanovena hodnota 24hEC50 a 48hEC50. Z důvodu velmi nízké 
mortality po 24 hodinách, která nedosáhla ani 50%, byly výsledky zhodnoceny až po 48h. 
Opět se v tomto testu vyskytl problém s rozpouštědlem. Při testování látek p-Nitrotoluenu a 
p-Hydroxylaminobenzoové kyseliny, které se rozpouštěly v etanolu, dosáhla mortalita 




3.Test inhibice růstu kořene hořčice bílé Sinapis alba 
Test proběhl v souladu s metodikou a byly u něj splněny všechny podmínky platnosti. U 
všech testovaných látek se projevila inhibice růstu. Z později zjištěných skutečností týkajících 
se rozpouštědla etanolu nelze však vyloučit, že výsledky sloučenin rozpouštěných v tomto 
rozpouštědle, jsou zkresleny. 
Výsledky měření: 
Tab. 6.1.: Souhrn výsledků testů 
Test Hodnota  (mg/l) 




0,94  2,74 25,23 22,52 11,73 0,16 204,01 




























Porovnáním výsledků testu inhibice růstu hořčice Sinapis alba je patrno, že při průběhu 
oxidace metylového řetězce 4-nitrotoluenu přes 4-nitrobenzylalkohol na 4-nitrobenzaldehyd 
toxicita meziproduktů klesala. Klesající toxicita může být způsobena postupně zvyšující se 
reaktivitou těchto sloučenin. Toxicita 4-nitrobenzoové kyseliny byla srovnatelná s toxicitou 
4-nitrobenzaldehydu. Pokračováním rozpadu redukcí nitroskupiny toxicity meziproduktů 
postupně rostla, až do vytvoření protokatechové kyseliny, kdy po otevření aromatického 
kruhu toxicita prudce klesla. 
Porovnáním výsledků akutního testu toxicity na žábronožkách Artemia salina naopak během 
počáteční oxidace toxicita látek rostla. Bohužel nelze říct jestli, nebo o kolik vzrostla toxicita 
během přeměny 4-nitrotoluenu na 4-nitrobenzylalkohol. Toxicita rostla až do konečného 
produktu oxidace, 4-nitrobenzoové kyseliny. Redukcí 4-nitrobenzoové kyseliny na 
4-nitrosobenzoovou kyselinu toxicita nepatrně  vzrostla. Bohužel nelze říci, jak moc se 
změnila při redukci na 4-hydroxylaminobenzoovou kyselinu, ale je zjevné, že  hodnota toxicity 
protokatechové kyseliny opět poměrně klesla.  
Nesrovnalosti v porovnání těchto dvou testů mohou být způsobeny rozdíly použitých 
organizmů a rozdíly metabolismu těchto látek u nich, neboť není známo, jakým způsobem 





 7. ZÁVĚR 
 
Z provedených testů toxicity bylo možno vyhodnotit test inhibice růstu hořčice bílé Sinapis 
alba, a test akutní toxicity na žábronožce slaniskové Artemia salina. U tohoto organismu ale 
nemohly být vyhodnoceny všechny sloučeniny. Test inhibice růstu okřehku menšího Lemna 
minor byl celý prohlášen za neplatný. Po porovnání testů nelze určit jednotný závěr, neboť 
reakce jednotlivých organismů na sloučeniny byla odlišná. Jisté pouze je, že toxicita prudce 
klesá vznikem protokatechové kyseliny a otevřením jejího aromatického kruhu. 
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 9. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
TNT  2,4,6-trinitrotoluen 
EC50  efektivní koncentrace, která vyvolá 50% úhyn nebo imobilizaci testovacích 
organismů 
LD50  letální dávka, při které uhyne 50% testovacích organismů 
LC50  letální koncentrace, která vyvolá úhyn 50% testovacích organismů 
IC50  inhibiční koncentrace, která způsobí 50% snížení růstu nebo růstové rychlosti 
ve srovnání s kontrolním vzorkem 
NOEC  No Observed Effect Concentration -  nejvyšší koncentrace, při které nebyl 
pozorován žádný vliv testované látky 
LOEC  Lowest Observed Effect Concentration - nejnižší koncentrace, při které byl 
zaznamenán vliv testované látky 
LOAEL Lowest Observed Adverse Effect Level – nejnižší dávka testovaného vzorku,
 která již vyvolává škodlivý účinek na zdraví člověka a zvířat 
NOAEL No Observable Effect Level – nejvyšší dávka testovaného vzorku, která ještě 
nevyvolává škodlivý účinek na zdraví člověka nebo zvířat  
ČSN EN ISO Česká technická norma 
TNV Česká norma vodohospodářská 
OECD Organization for Economic Co-operation and Development; mezinárodní 
organizace, která provádí standardizaci 
ASTM  American Society for Testing and Materials; americká společnost pro testování 
a materiály 
US EPA United States Environmental Protection Agency 
EEC European Economic Community 
AFNOR Association Francoise de Normalisation 
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ČNR Česká národní rada 
ISO International Organization for Standardization 
DMSO dimethylsulfoxid 




NBA 4-nitrobenzoová kyselina 
NOBA 4-nitrosobenzoová kyselina 
HABA 4-hydroxylaminobenzoová kyselina 
PA protokatechová kyselina 
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